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Avant-propos 
 
 
 
Les glioblastomes (GBM) sont une des formes les plus agressives des tumeurs 
cérébrales humaines (ou gliomes). Malgré l’arsenal thérapeutique mis à disposition des 
cliniciens pour les traiter, ils sont à l’heure actuelle incurables. Le recours à la radiothérapie 
(RT) est systématique mais se heurte à un phénomène de radiorésistance des GBM.  
Face à ce constat d’échec, beaucoup d’efforts ont été consentis dans la recherche sur 
l’oncogenèse des GBM, afin d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques et de mieux 
comprendre les différents processus biologiques impliqués dans la croissance des tumeurs. 
Une distinction entre les GBM primaires (GBM 1) et secondaires (GBM 2) a ainsi été établie 
(Hoang-Xuan et al., 2005).  
 
Par ailleurs, les cliniciens s’orientent de plus en plus vers une classification 
moléculaire des GBM (Hoang-Xuan et al., 2005; Frenel et al., 2009) afin de définir des sous-
groupes de GBM plus fiables en terme de pronostic de survie des malades et de prédiction de 
la réponse de la maladie face à un traitement thérapeutique (RT, médicaments, 
RT+médicaments...). L’objectif médical final est de pouvoir proposer dans un avenir proche 
une stratégie thérapeutique adaptée à chaque malade (Jensen, 2009).  
Récemment, la corrélation entre le statut méthylé du promoteur du gène O6-
MéthylGuanine-ADN-MéthylTransférase (MGMT) et la survie accrue des patients traités à la 
RT concomitamment au témozolomide (TMZ) a été établie (Stupp et al., 2005). Cette 
découverte très encourageante a modifié la prise en charge de ces tumeurs. Cependant, le 
traitement reste insuffisant et beaucoup de chemin reste à parcourir vers l’éradiquation de 
cette maladie. 
 
Enfin, l’avancée scientifique et technique des outils analytiques permet d’étudier 
précisément et globalement à la fois le génome, le transcriptome, le lipidome et/ou le 
métabolome de divers systèmes biologiques. Ces diverses approches holistiques sont 
parfaitement complémentaires et susceptibles d’apporter des informations moléculaires 
intéressantes sur la nature des GBM, et notamment sur leur radiorésistance.  
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Dans le cadre de cette problématique scientifique et médicale, nous avons cherché à 
vérifier l’hypothèse selon laquelle il existerait des biomarqueurs prédictifs de radiorésistance. 
Pour cela, nous avons travaillé sur plusieurs modèles cellulaires humains de GBM dont le 
degré de radiorésistance a été établi en 2002 (Delmas et al., 2002).  
Dans une seconde partie, nous avons cherché à identifier de potentiels biomarqueurs 
de mort radio-induite dans un modèle cellulaire humain de GBM : la lignée radiorésistante 
U87. Pour ce travail, quatre différents projets ont été réalisés, avec à chaque fois une 
radiosensibilisation différente de la lignée. 
 
Ce projet thèse a été réalisé au sein de deux unités de recherche (UMR 5068 et U563) 
et en collaboration avec plusieurs équipes. Les différentes études métabolomiques ont été 
réalisées au Laboratoire de Synthèse et Physico-Chimie de Molécules d’Intérêt Biologique 
(SPCMIB, UMR 5068 CNRS-Université Paul Sabatier) dirigé par le Pr. Michel Baltas et au 
sein du groupe de RMN Biomédicale dirigé par ma directrice de thèse le Pr. Myriam Malet-
Martino.  
La culture cellulaire et la biologie moléculaire ont été effectuées au Centre de 
Physiologie de Toulouse-Purpan (INSERM U563) dans le Département de Lipoprotéines et 
Médiateurs Lipidiques dirigé par le Pr. Bertrand Perret, au sein de l’équipe « Lipoprotéines, 
transport lipidique et dyslipidémies » dirigée par le Dr. Xavier Collet. L’encadrement 
scientifique a été assuré par le Dr. François Tercé. 
Les études lipidomiques ont été effectuées par le Plateau de Lipidomique (IFR 150) 
dirigé par le Dr. Justine Bertrand-Michel, tandis que l’étude transcriptomique a été réalisée 
par la Plateforme Biopuces de la Génopole Toulouse Midi-Pyrénées dirigée par le 
Dr. Véronique le Berre.  
L’analyse statistique des données métaboliques a été réalisée en collaboration avec le 
Dr. Sébastien Dejean de l’Institut Mathématiques de Toulouse. 
L’analyse des flux métaboliques a été réalisée en collaboration avec le Service 
Commun de Spectrométrie de Masse (Structure Fédérative Toulousaine en Chimie 
Moléculaire, FR 2599) dirigé par le Dr. Catherine Claparols.  
Enfin, une collaboration a été établie avec l’équipe « Signalisation, GTPases Rho et 
cancer » du Département d’Oncogenèse, Signalisation et Innovation Thérapeutique (U563) 
dirigé par le Pr. Gilles Favre, spécialisée dans la radiorésistance des GBM. 
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Le premier chapitre de ce manuscrit rassemble une étude bibliographique consacrée à 
la caractérisation des GBM dans un premier temps, puis à la radiothérapie, la radiorésistance 
et les radiosensibilisants dans un deuxième temps. Dans une troisième partie, les outils pour 
les études morphologiques et métaboliques des gliomes sont présentés ; enfin, une quatrième 
partie est consacrée à la description générale des lipides et leur implication dans les processus 
de cancérisation. 
 
 
Le deuxième chapitre présente les différents matériels et méthodes utilisés. 
 
 
Le troisième chapitre est divisé en deux parties. La première partie est consacrée au 
projet principal de ce manuscrit : « Recherche de biomarqueurs de radiorésistance dans quatre 
lignées cellulaires humaines de GBM (projet RR vs RS) ». Les résultats y sont présentés, 
discutés et une conclusion générale du projet est exposée. La deuxième partie, intitulée 
« Recherche de biomarqueurs de mort radio-induite dans une lignée cellulaire humaine de 
GBM (projets FTI-277, Y, URB14 et KILK2» regroupe quatre projets principalement 
consacrés à l’étude des perturbations métaboliques occasionnée dans la lignée radiorésistante 
U87 radiosensibilisée de quatre manières différentes, puis irradiée. 
 
 
Une conclusion générale clôt le manuscrit. 
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I. Glioblastomes multiformes (GBM) : tumeurs cérébrales 
 
I.1. Système nerveux central 
 
Le système nerveux est un ensemble coordonnant les mouvements musculaires, 
contrôlant le fonctionnement des organes et véhiculant les informations sensorielles et 
motrices vers les organes effecteurs. Il est formé du système nerveux central (SNC) et du 
système nerveux périphérique, les nerfs.  
Le SNC est constitué de l’encéphale et de la moelle épinière située dans le canal 
rachidien. L’encéphale, situé dans la boîte crânienne, comprend le cerveau, formé des 
hémisphères droit et gauche, le cervelet et le tronc cérébral. 
Le cerveau est constitué de neurones comportant des corps cellulaires formant la 
substance grise et de prolongements cytoplasmiques formant la substance blanche. Ce sont les 
cellules spécialisées dans la réception, l’intégration et la transmission d’informations.  
Le soutien et la nutrition des neurones sont assurés par les cellules gliales constituées 
en majorité d’astrocytes, d’oligodendrocytes et de cellules microgliales. Contrairement aux 
cellules neuronales, elles peuvent se multiplier. Ce sont ces cellules qui, par leur prolifération 
incontrôlée, sont impliquées dans la formation des tumeurs gliales.  
Les astrocytes constituent, avec les cellules endothéliales micro-vasculaires cérébrales, 
la barrière hémato-encéphalique. En forme d’étoile, les astrocytes assurent la nutrition des 
neurones, gèrent les connections inter-neuronales et régulent les neurotransmetteurs 
(Baudrimont, 1991). 
 
I.2. Données cliniques et localisation des GBM 
 
I.2.1. Données cliniques 
 
Les gliomes malins, ou tumeurs gliales, sont les tumeurs cérébrales primitives les plus 
fréquentes. Ils représentent 78% des tumeurs du SNC détectées chez l’adulte (Noda et al., 
2009).  
Parmi les gliomes, les glioblastomes multiformes (GBM) sont les tumeurs les plus 
fréquentes et les plus agressives. Ce sont des tumeurs hétérogènes dérivées de cellules 
astrocytaires. 
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Ils sont considérés comme une maladie orpheline puisqu’ils touchent 10 personnes sur 
100000 tous les ans, soit environ 6000 nouveaux cas par an en France. Ils constituent la 
troisième cause de mortalité due au cancer chez l’adulte (www.gfme.free.fr).  
Ils apparaissent dans 70% des cas entre 45 et 70 ans et touchent en particulier les 
hommes. Ils sont à l’heure actuelle incurables. La médiane de survie des patients est située 
entre 9 et 12 mois (Noda et al., 2009).  
Les traitements palliatifs administrés impliquent systématiquement la radiothérapie 
(RT) précédée d’une chirurgie totale ou partielle dans certains cas. La RT est depuis quelques 
années associée à de la chimiothérapie à visée radiosensibilisante (Stupp et al., 2005).  
 
I.2.2. Localisation et rechute 
 
Les GBM sont le plus souvent localisés au niveau des hémisphères cérébraux, dans la 
matière blanche. Ils sont volumineux, profonds et souvent inopérables (Fig. 1). Ces tumeurs 
comprennent une partie centrale souvent nécrosée et une partie externe imprécise et 
irrégulière. Cette zone externe est le siège d’œdèmes péritumoraux et de cellules malignes 
isolées (Mazeron et al., 2005). Environ 95% des récidives ont lieu dans le lit tumoral ou à son 
voisinage immédiat (Dhermain et al., 2005). 
 
 
 
Figure 1. Image IRM (Imagerie par Résonance Magnétique) d’un GBM. 
Chapitre I : Introduction
 
 28
I.3. Diagnostic et pronostic cliniques des GBM 
 
I.3.1. Classification selon l’OMS 
 
A défaut de critères biologiques consensuels, les gliomes sont actuellement classés 
histologiquement en fonction de leur origine cellulaire présumée et de leur grade de malignité.  
Ce classement est établi par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) et 
régulièrement actualisé en fonction des avancées scientifiques (Louis et al., 2007).  
La classification de l’OMS fait l’objet de controverses puisqu’elle se base principalement 
sur les données histologiques. D’autres classifications existent comme celle de l’hôpital Sainte-
Anne à Paris, qui prend en compte l’analyse des images IRM en plus des données histologiques 
(Daumas-Duport et al., 2000; Varlet et al., 2005). Pour décrire les GBM dans ce manuscrit, nous 
utiliserons la classification la plus courante, celle de l’OMS. 
Cette classification distingue les gliomes bénins et malins de bas grade (I et II, 
respectivement) regroupant les tumeurs à croissance lente, des gliomes de haut grade (III 
et IV) regroupant celles à croissance rapide (Frenel et al., 2009). Les gliomes de grade I 
regroupent les astrocytomes pilocytiques. Les gliomes de grade II sont constitués des 
astrocytomes fibrillaires, des oligodendrogliomes et des oligoastrocytomes. Les gliomes de 
plus forte malignité (grade III) regroupent les astrocytomes anaplasiques, les 
oligodendrogliomes anaplasiques et les oligoastrocytomes anaplasiques. Enfin, les gliomes de 
très forte malignité correspondent aux GBM, également nommés astrocytomes de grade IV. 
 
I.3.2. Diagnostic des GBM 
 
Dans la plupart des cas, un prélèvement de la tumeur, appelé biopsie, est réalisé sur le 
malade afin de classer la tumeur cérébrale et d’établir un diagnostic. En ce qui concerne les 
GBM, les critères histologiques sont les suivants : forte densité cellulaire, pléomorphisme 
cellulaire, nombreuses cellules en mitose, prolifération cellulaire endothéliale et nécrose. 
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I.3.3. Pronostic de survie 
 
En plus des données histologiques, d’autres critères cliniques sont considérés afin 
d’évaluer plus précisément le pronostic de survie des patients atteints de GBM.  
Les critères comme l’âge du patient, l’indice de Karnofsky (gradation de l’état du 
patient), le type de chirurgie (nulle, partielle ou totale), les données d’imagerie (IRM par 
exemple), l’évaluation de la réponse aux traitements ou la localisation de la tumeur entrent en 
ligne de compte (Chinot, 2005; Maire et al., 2008; Jensen, 2009). 
Malgré tous les critères de diagnostic et l’arsenal thérapeutique mis à disposition des 
cliniciens, le constat d’échec est récurrent. Le pronostic de survie des malades est très limité 
puisqu’il dépasse rarement un an. 
 
I.4. Oncogenèse des GBM primaires et secondaires 
 
I.4.1. Origine et formation des GBM 
 
Comme dans la plupart des processus de cancérisation, la formation des GBM est 
issue de mutations génétiques affectant principalement deux catégories de gènes impliqués 
dans la tumorogenèse : les oncogènes et les gènes suppresseurs de tumeur (Robert, 2006).  
Les premiers sont généralement surexprimés alors que les seconds, qui sont en partie 
responsables de la réparation de l’ADN et du contrôle du cycle cellulaire, sont éteints. Ce 
déséquilibre entre ces deux types d’effecteurs est principalement à l’origine de la dérégulation 
de la croissance cellulaire et donc de la croissance tumorale (Hanahan & Weinberg, 2000; 
Robert, 2006). 
Dans le cas plus précis des GBM, plusieurs altérations génétiques diffèrent selon 
l’origine cellulaire. Les GBM sont majoritairement issus de cellules astrocytaires dégénérées, 
mais une hypothèse récente suggère que les GBM pourraient dériver de cellules souches 
cancéreuses, présentes en faible proportion dans les tumeurs (Altaner, 2008; Kanu et al., 
2009). Cette hypothèse, de plus en plus confortée, sera plus explicitement décrite dans la 
partie II.2.3. 
Il existe au moins deux voies de tumorogenèse des GBM (Fig. 2) : celle des 
glioblastomes de novo ou primaires (GBM 1) et celle des glioblastomes secondaires (GBM 2) 
(Hoang-Xuan et al., 2005; Soni et al., 2005; Noda et al., 2009). Une troisième voie, encore 
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controversée, concerne celle des glioblastomes à composante oligodendrogliale, selon l’OMS 
(Louis et al., 2007). Nous ne développerons pas ce type de GBM. 
Les GBM 1, représentant 90% des GBM, sont décelés généralement vers l’âge de 
55 ans et plus fréquemment chez les hommes. Ils se développent rapidement et directement à 
partir de cellules astrocytaires ou de cellules souches cancéreuses.  
Les GBM 2 apparaissent à un âge plus précoce (39-41 ans) plus souvent chez la 
femme. Ils se développent lentement à partir d’astrocytomes de bas grade (Kleihues & 
Ohgaki, 1999).  
 
 
Figure 2. Hypothèses sur les voies alternatives de progression tumorale dans les gliomes 
(Hoang-Xuan et al., 2005). Abréviations : AII/III, astrocytomes de grade II/III ; OII/III, 
oligodendrogliomes de grade II/III ; GBMO, glioblastome à composante oligodendrogliale. 
 
I.4.2. Principales altérations moléculaires 
 
Les délétions chromosomiques sont fréquemment observées dans les GBM. La 
délétion sur le chromosome 10 est souvent totale dans les GBM 1 et partielle dans les GBM 2 
(Kanu et al., 2009). 
D’une manière générale, les récepteurs des facteurs de croissance tyrosine kinase 
(RTK, Receptor Tyrosine Kinase), tels que l’EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), le 
Cellules 
astrocytaires 
Cellules souches 
cancéreuses 
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VEGFR (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor), le PDGFR (Plateted-Derived 
Growth Factor Receptor) et/ou le TGFR (Transforming Growth Factor Receptor) sont 
impliqués dans l’oncogenèse des GBM. Ils activent différentes voies de signalisation à 
l’intérieur des cellules tumorales, ce qui déclenche différents évènements et/ou réponses 
cellulaires (Kanu et al., 2009).  
Ainsi, l’oncogène EGFR, et plus fréquemment son variant EGFRvIII mutant, est 
souvent amplifié dans les GBM 1 (Kleihues & Ohgaki, 1999; Kanu et al., 2009). L’activation 
de ce récepteur déclenche la propagation de signaux intracellulaires vers trois principales 
voies de transduction du signal (Annexe 1) :  
• la voie PLC-γ/PKC (Phospholipase C gamma/Protein Kinase C) impliquée 
dans la migration cellulaire et la mitose ; 
• la voie RAS/Raf/MEK/ERK (RAt Sarcoma viral oncogene 
homolog/Raf/Mitogen-activated protein kinase Kinase/Extracellular signal-
Regulated Kinases) ou voie des MAP (Mitogen-Activated Protein) kinases, 
impliquée dans la croissance et la prolifération cellulaires ; 
• la voie PI3K/Akt-PKB/mTOR (Phosphatidyl-Inositol triphosphate Kinase/Akt-
Protein Kinase B/mammalian Target Of Rapamycin) impliquée dans la survie 
cellulaire. 
A contrario, l’oncogène PDGFR-α et sa protéine associée, sont respectivement 
amplifié ou surexprimée dans les GBM 2 (Kleihues & Ohgaki, 1999). Les voies activées par 
cet oncogène sont celles de PI3K/Akt/mTOR et de PLC-γ/PKC (Annexe 1) (Kanu et al., 
2009). 
L’inactivation du gène suppresseur de tumeur TP53, codant pour la protéine p53, est 
une caractéristique propre des astrocytomes de bas grade, et par conséquent des GBM 2. Cette 
anomalie est plus rare dans les GBM 1. L’amplification de l’EGFR et la mutation de TP53 
semblent en effet incompatibles (Kleihues & Ohgaki, 1999). La protéine p53 a pour rôle, 
entre autres, de bloquer le cycle cellulaire en cas de dommages à l’ADN et de déclencher 
l’apoptose lorsque celui-ci est irréparable (Nozaki et al., 1999; Favaudon, 2000; Malkin, 
2001).  
Le gène codant pour la protéine PTEN (Phosphatase and TENsin homolog on 
chromosome 10), considéré également comme un gène suppresseur de tumeur, est plus 
souvent délété dans les GBM 1. PTEN a notamment pour effet d’inhiber la voie 
PI3K/Akt/mTOR. La mutation de TP53 et la perte de PTEN semblent mutuellement exclusifs 
(Kleihues & Ohgaki, 1999).  
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Il a récemment été démontré que la perte de PTEN est fortement corrélée à l’activation 
de la protéine mTOR via Akt. L’amplification de l’oncogène MTOR est fréquemment 
observée dans le cas des GBM 2. Quant à la protéine mTOR, elle est un important effecteur 
dans la signalisation d’Akt. La protéine Akt contrôle la traduction d’ARN messagers 
spécifiques nécessaires à la prolifération et à l’oncogenèse (Soni et al., 2005). 
Il existe d’autres altérations moléculaires dans les GBM 1 et 2. Le tableau 1 regroupe 
les principales altérations mentionnées précédemment, ainsi que certaines non mentionnées. 
Ces données restent indicatives et non exhaustives. Elles sont susceptibles d’être modifiées 
par les résultats de futures études. 
 
Tableau 1. Principales altérations génétiques des GBM primaires et secondaires. 
Fréquences des altérations 
observées en clinique 
Catégorie 
de gène 
Gène ou 
chromosome 
Fonction(s) 
Principales 
altérations 
GBM 1 GBM 2 
Références 
Oncogène EGFR 
Transduction du 
signal 
Amplification 
39% 
36-50% 
40-60% 
0% 
8% 
10% 
(Kleihues & Ohgaki, 1999) 
(Zhou et al., 2007) 
(Kanu et al., 2009) 
Oncogène PDGFR-α 
Transduction du 
signal 
Amplification - Fréquente 
(Kleihues & Ohgaki, 1999; 
Noda et al., 2009) 
Gène 
suppresseur 
de tumeur 
TP53 
Contrôle du cycle 
cellulaire, 
apoptose, 
réparation 
Mutation 
11% 
30% 
67% 
65% 
(Kleihues & Ohgaki, 1999) 
(Kanu et al., 2009) 
Gène 
suppresseur 
de tumeur 
PTEN 
Transduction du 
signal, invasion 
Perte 
32% 
25% 
4% 
5% 
(Kleihues & Ohgaki, 1999) 
(Kanu et al., 2009) 
Gène 
suppresseur 
de tumeur 
INK4a 
Contrôle du cycle 
cellulaire 
Perte 30% 20% (Kanu et al., 2009) 
Gène 
suppresseur 
de tumeur 
ARF (ADP 
Ribosylation 
Factor) 
Contrôle du cycle 
cellulaire 
Perte ou 
méthylation du 
promoteur 
30% 20% (Kanu et al., 2009) 
Oncogène 
MDM2 (Murine 
Double Minute 2) 
Contrôle du cycle 
cellulaire 
Amplification 
Surexpression de la 
protéine 
7-8% 
>50% 
0% 
<10% 
(Kleihues & Ohgaki, 1999) 
Gène 
suppresseur 
de tumeur 
RB1 
(Retinoblastoma 
protein 1) 
Contrôle du cycle 
cellulaire 
Méthylation du 
promoteur 
15% 40% (Kanu et al., 2009) 
- Chromosome 10 - Perte 
70% (perte 
totale du 
gène) 
60% (perte du 
bras 10q) 
(Kanu et al., 2009) 
- 
IDH 1/2 (Isocitrate 
Dehydrogenase 1/ 
2) 
- Mutation 5% 85% (Yan et al., 2009) 
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I.5. Vers une classification moléculaire des GBM 
 
Une classification moléculaire des GBM spécifique et objective est en train de voir le 
jour afin de définir des sous-groupes homogènes en terme de diagnostic mais aussi de 
pronostic (Zhou et al., 2007). Cette classification permettra, dans un avenir proche, d’adapter 
la thérapie en fonction des caractéristiques moléculaires propres à chaque sous-groupe 
(Mischel et al., 2003). Par ailleurs, les cliniciens prennent de plus en plus en compte des 
marqueurs biologiques pour prédire la réponse des malades au traitement et adapter la 
thérapie (Hoang-Xuan et al., 2005; Frenel et al., 2009).  
 
I.5.1. Facteurs pronostiques moléculaires 
 
Les cliniciens reconnaissent qu’il manque des facteurs pronostiques objectifs fiables 
pour grader les gliomes. L’avancée récente des travaux scientifiques dans le domaine de 
l’oncogenèse de ces tumeurs a permis de recenser la plupart des altérations moléculaires et 
génétiques et de les corréler avec les données histologiques et cliniques.  
 
Les nouvelles techniques d’analyses multivariées portant sur le génome (génomique) 
ou sur l’expression des gènes (transcriptomique) ont vu le jour. Elles deviennent 
incontournables dans les études entreprises pour la recherche de nouvelles cibles 
moléculaires, de marqueurs pronostiques et/ou prédictifs de pathologies comme les GBM.  
L’élaboration de profils génétiques et/ou transcriptomiques de chaque tumeur est en 
cours afin de proposer une prise en charge de la maladie mieux adaptée et propre à chaque 
patient (Mischel et al., 2003; Frenel et al., 2009).  
 
Des institutions telles que The Cancer Genome Atlas (TCGA) ont vu le jour et ont 
entrepris le criblage de 206 biopsies de GBM afin d’en déterminer les profils génétiques et 
transcriptomiques (2008). Les aberrations géniques couramment décrites dans la littérature 
ont été confirmées. Cette étude a par ailleurs mis en évidence, entre autres, le rôle potentiel 
des gènes NF1 (NeuroFibromatosis 1) et PIK3CA (Phosphatidyl-Inositol 3-Kinase, Catalytic 
Alpha) dans l’oncogenèse des GBM. Enfin une corrélation entre la méthylation du promoteur 
MGMT (O6-MéthylGuanine-ADN-MéthylTransférase) et un phénotype hyper-mutateur 
présent dans des biopsies de patients traités a été confirmée.  
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Cette approche globale des aberrations observées pour un groupe de gènes codant pour 
des protéines impliquées dans les mêmes voies de signalisation est très intéressante. En effet, 
il ne s’agit plus d’observer les modifications d’un ou deux gènes isolés mais d’un ensemble 
de gènes, considérant que ces modifications sont fortement corrélées entre elles.  
 
Ainsi, plus de 78% des GBM étudiés possèdent au moins une altération dans une des 
trois voies de signalisation fréquemment affectées dans les GBM, à savoir les voies activées 
par les RTK (PLC-γ/PKC, RAS/Raf/MEK/ERK et PI3K/Akt-PKB/mTOR regroupées sous la 
voie RTK/RAS/PI(3)K dans la figure 3) [a], la voie p53 [b] et la voie Rb (Retinoblastoma) [c] 
(Fig. 3). 
 
Mutation, délétion 
homozygote dans 18% des cas
Voie 
RTK/RAS/PI(3)K 
altérée dans 88% 
des cas Amplification 
dans 13% des cas
Amplification 
dans 4% des cas
Mutation, amplifica-
tion dans 45% des cas
Mutation dans 
8% des cas
Mutation dans 2% 
des cas
Mutation dans 15% des cas
Mutation dans 1% des cas
Amplification dans 2% des cas
Mutation, délétion homozygote 
dans 36% des cas
Prolifération
Survie
Traduction
Oncogènes activésVoie p53 
altérée 
dans 87% 
des cas
Amplification dans 14% des cas
Mutation, délétion 
homozygote dans 
49% des cas
Mutation, délétion 
homozygote dans 35% des 
cas
Amplification 
dans 7% des 
cas
Sénescence Apoptose Transition G1/S
Voie RB 
altérée 
dans 78% 
des cas
Amplification 
dans 18% des cas
Mutation, délétion 
homozygote dans 11% des 
cas
Amplification 
dans 1% des cas
Amplification dans 
2% des cas
Délétion homozygote 
dans 47% des cas
Mutation, délétion homozygote 
dans 52% des cas
Délétion homozygote 
dans 2% des cas
 
Figure 3. Fréquence des altérations génétiques observées dans les trois voies critiques de 
signalisation des GBM : (a) voie RTK/RAS/PI(3)K, (b) voie p53 et (c) voie Rb (2008). Les 
couleurs rouge et bleu représentent respectivement les amplifications et les délétions 
génétiques. 
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L’étude transcriptomique entreprise par Reddy et ses collaborateurs en 2008 met en 
évidence deux nouveaux gènes surexprimés spécifiquement dans les GBM : GADD45A 
(Growth Arrest and DNA-Damage-inducible 45 Alpha) et FSTL1 (FolliSTatin-Like 1). La 
surexpression du premier confère un pronostic plus favorable, alors que celle du second est 
une marque de pronostic défavorable.  
Par ailleurs, deux gènes spécifiquement sur-exprimés dans les GBM 1, SOD2 
(SuperOxide Dismutase 2) et AEBP1 (Adipocyte Enhancer Binding Protein 1), ont été 
identifiés (Reddy et al., 2008). 
  
Czernicki et ses collaborateurs ont classé des gliomes de haut grade en deux groupes 
en fonction de la survie médiane des patients. Ces deux groupes ont été corrélés avec la sur- 
ou sous-expression d’une dizaine de gènes, permettant ainsi un pronostic fiable et 
statistiquement significatif des groupes d’individus (Czernicki et al., 2007; Zhou et al., 2007).  
 
I.5.2. Facteurs prédictifs moléculaires de réponse aux traitements 
 
Face à la résistance des GBM aux agents chimiothérapeutiques (phénomène de 
chimiorésistance) ou aux rayonnements ionisants (phénomène de radiorésistance), la 
détermination de facteurs prédictifs moléculaires fiables de réponses aux traitements devient 
indispensable.  
 
I.5.1.1. Facteurs prédictifs de chimiorésistance 
 
A ce jour, seul le statut du gène MGMT est un important facteur prédictif de la 
résistance des GBM aux agents alkylants, tels que le témozolomide (TMZ). Ce dernier est 
associé de manière systématique à la radiothérapie depuis 2005 (Stupp et al., 2005). La 
protéine MGMT est une enzyme de réparation de l’ADN qui inhibe spécifiquement la 
destruction des cellules cancéreuses par les agents alkylants. Il a été montré que la 
méthylation du promoteur du gène codant pour cette protéine supprime l’expression du gène 
et donc la traduction de sa protéine. Ainsi, les patients dont la tumeur présente cette 
caractéristique bénéficient de l’effet synergique du TMZ avec la radiothérapie. Leur médiane 
de survie est significativement accrue (Hegi et al., 2005; Felsberg et al., 2009).  
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Par ailleurs, nous pouvons citer le rôle des protéines membranaires telles que la Pgp 
(P-glycoprotein) et les MRP (Multidrug Resistance Protein) qui sont responsables de la 
résistance multi-médicaments (MultiDrug Resistance, MDR) des cellules de GBM (Decleves 
et al., 2002). L’isoenzyme MRP1 est fréquemment sur-exprimée dans les GBM (Benyahia et 
al., 2004) et son expression est anti-corrélée à une durée de vie moyenne accrue des malades 
(Nakagawa et al., 2009).  
 
I.5.1.2. Facteurs prédictifs de radiorésistance 
 
A l’heure actuelle, aucun marqueur biologique prédictif de la radiorésistance des GBM 
n’est utilisé par les cliniciens lors du traitement par RT. De tels marqueurs permettraient de 
prédire la réponse tumorale à la RT et donc de prévoir un traitement plus adapté pour les 
patients ayant un profil radiorésistant.  
Récemment, Liu et ses collaborateurs ont établi, dans quatre lignées cellulaires de 
GBM humains, une corrélation entre la radiorésistance intrinsèque de ces lignées et le statut 
du gène ERCC1 (Excision Repair Cross Complementing Protein 1) (Liu et al., 2009). La 
méthylation du promoteur du gène ERCC1 engendre une augmentation de la radiosensibilité 
des cellules. Ce résultat doit être confirmé cliniquement sur des biopsies de GBM.  
Par ailleurs, Welsh et ses collaborateurs (Welsh et al., 2009) ont montré que, dans des 
biopsies de différents GBM, une expression accrue de la protéine Rad51 est corrélée à une 
survie prolongée des patients après traitement par RT. Cette protéine est impliquée dans les 
mécanismes de réparation des lésions radio-induites. 
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II. Radiothérapie, radiorésistance et radiosensibilisants 
 
A travers ce chapitre, nous allons dans un premier temps détailler la place de la 
radiothérapie dans l’arsenal thérapeutique des GBM. Puis, nous présenterons les principaux 
phénomènes de radiorésistance. Enfin, nous décrirons les agents radiosensibilisants mis à 
disposition des cliniciens et ceux qui pourraient être mis sur le marché dans les années à 
venir. 
 
II.1. Radiothérapie des GBM 
 
II.1.1. Définition et historique 
 
 La radiothérapie (RT) est un traitement local des cancers utilisant des rayonnements 
ionisants (RI) pour détruire les cellules. Son rôle peut être curatif, palliatif ou symptomatique. 
Son objectif est d’assurer le contrôle et/ou la guérison locale de la tumeur tout en préservant 
l’organe malade. Elle est très souvent associée à la chirurgie et/ou à la chimiothérapie. Plus 
de 2/3 des traitements des cancers actuels font appel à la RT. Dans le cas des GBM, elle est 
systématique.  
 La première utilisation de rayonnements ionisants à des fins cliniques date des années 
50. Très vite, la RT a été reconnue bénéfique dans le contrôle des tumeurs malignes 
primitives (Peirce & Bouchard, 1950).  
 En 1979, le Brain Tumor Cooperative Group (BTCG) montre qu’associer la RT de la 
totalité de l’encéphale à la chirurgie permet d’augmenter significativement la médiane de 
survie. La dose de 60 Gy (1 Gy = 1 J.kg-1) en 30 fractions de 2 Gy devient la dose standard 
pour les gliomes de haut grade (Walker et al., 1979).  
 Dix ans plus tard, avec le développement de nouveaux appareils d’imagerie tels que le 
scanner aux rayons X, Shapiro et ses collaborateurs montrent dans un essai randomisé qu’une 
irradiation focalisée au niveau de la tumeur est tout aussi efficace et moins toxique pour le 
patient (Shapiro et al., 1989). A partir de cette date, la radiothérapie devient localisée. 
 En 1993, Curran et son équipe publient une analyse multivariée rétrospective portant 
sur plusieurs lots de tumeurs de haut grade. Ils les classent en fonction de plusieurs données 
cliniques (âge, durée des symptômes, dose de RT, chirurgie) et de facteurs pronostiques 
(indice de Karnofsky, mini mental status, histologie). L’élaboration de groupes de patients de 
pronostics différents permet, d’une part, une prise en charge plus spécifique de chaque 
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patient et, d’autre part, la réalisation d’essais de phase II non randomisés sur une population 
bien définie. A partir de ces travaux, les astrocytomes anaplasiques (gliomes de grade III) et 
les glioblastomes (grade IV) ont été considérés séparément dans les études cliniques (Curran 
et al., 1993). 
 En 2005, l’European Organisation for Research and Treatment of Cancer (EORTC) 
associée au National Cancer Institute of Canada (NCI-C) publient les résultats du premier 
essai clinique en phase III d’une chimiothérapie concomitante et adjuvante à la RT dans les 
GBM (Stupp et al., 2005). L’association RT et TMZ (RT/TMZ) augmente l’impact des RI 
sur les cellules de GBM radiorésistantes. Depuis, l’association RT/TMZ est le traitement 
standard des GBM. 
 Avec le progrès des techniques d’imagerie médicale, telles que l’IRM, la RT 
conventionnelle s’est améliorée. Ainsi, les RT conformationnelles tridimensionnelle et avec 
modulation d’intensité sont apparues dans les années 2000. Cette dernière technique, de plus 
en plus utilisée en clinique, permet d’optimiser la distribution de dose dans le volume irradié, 
en ciblant plus précisément la zone tumorale et en préservant les tissus sains environnants 
(Mazeron et al., 2005).  
 
II.1.2. Radiobiologie 
 
II.1.2.1. Sources de rayonnements ionisants (RI) 
 
 Les RI sont des rayonnements constitués de flux de particules à forte énergie capables 
de créer des réactions dans la matière biologique traversée. Dans le cas de la radiothérapie, le 
but est de détruire le plus spécifiquement possible les cellules cancéreuses. Les RI utilisées en 
RT sont produits par deux types de procédés :  
• la désintégration d’éléments radioactifs donnant des positrons, des électrons ou 
 des rayons γ (photons de haute énergie) ; 
• l’accélération artificielle de particules chargées (protons, électrons ou ions 
 lourds) ou non (neutrons ou rayons X). 
  
Les installations de RT sont donc équipées soit de générateurs de rayons X, soit 
d’appareils de télécobalthérapie (utilisant comme source le 60Co), ou encore d’accélérateurs 
de particules. L’utilisation de rayonnements engendrant un nombre élevé d’ionisations tels 
que les neutrons ou les ions lourds est néanmoins privilégiée pour traiter les GBM (Mazeron 
et al., 2005).  
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II.1.2.2. Mécanismes d’action des RI 
  
 Les effets biologiques d’une irradiation sur les cellules sont l’aboutissement d’une 
chaîne de phénomènes déclenchés par le passage du rayonnement. L’interaction des radiations 
incidentes (rayonnement primaire) avec les atomes des molécules cellulaires provoque soit 
des ionisations (arrachement d’électrons dits secondaires), soit des excitations (transfert 
d’électrons sur une couche supérieure). Les excitations ont peu d’impact sur la cellule, alors 
que les ionisations entraînent des réactions physico-chimiques aboutissant à un effet 
biologique. 
 
II.1.2.2.1. Les actions physico-chimiques 
 
 Ce sont les collisions entre les électrons secondaires et les molécules des cellules qui 
sont responsables des effets physico-chimiques. Le rayonnement peut provoquer sur les 
molécules de la cellule (Fig. 4) : 
• des lésions directes qui se caractérisent par l’interaction d’une particule 
(rayonnement) avec un atome. L’énergie absorbée entraîne la libération d’un 
électron secondaire qui interagit directement avec les molécules, dont l’ADN ; 
• des lésions indirectes, induites par les produits de la radiolyse cellulaire. Ces 
produits sont des radicaux libres hautement réactifs qui réagissent 
principalement avec l’ADN. Certains de ses radicaux libres (OH., HO2
.) font 
parti des espèces réactives oxygénées (ROS, Reactive Oxygen Species) 
responsables du stress oxydant dans les cellules. 
Lésion 
directe
M + radiation (hν) M+ + e-
H2O + radiation (hν) H2O+ + e-
H2O+ H+ + OH
z
e- + H2O H2O-
Lésion 
indirecte
H2O- OH- + Hz
Hz + O2 HO2
z
...
 
Figure 4. Lésions de l’ADN par effets direct et indirect des RI. Abréviation : M, molécule. 
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 L’ADN est la cible privilégiée des RI. Les lésions les plus fréquentes concernent la 
rupture des liaisons entre les acides désoxyribonucléiques créant des lésions simples ou 
doubles. Les lésions simples brins sont souvent plus facilement réparées par la lecture de la 
séquence de bases correspondante sur le brin opposé. Les lésions sur les deux brins de l’ADN 
donnent plus fréquemment lieu à des cassures doubles brins (CDB) de l’ADN. Les CDB sont 
la forme la plus létale des dommages à l’ADN générés par les RI. 
 
II.1.2.2.2. Les actions sur la cellule : réparation et mort cellulaire radio-induite 
 
  Le cycle cellulaire eucaryote est composé de deux étapes principales : l’interphase, 
subdivisée en trois phases (G1, S, G2), au cours de laquelle l’ADN et les composants du 
cytosol sont dupliqués et la mitose (M) qui assure une répartition homogène du matériel 
génétique et du cytoplasme entre les deux cellules filles (Fig. 5).  
Au repos, la cellule est en phase G0 (quiescence). Le passage de l’état G0 à la phase 
G1 (contrôle de l’entrée en prolifération) marque l’entrée de la cellule en division. 
L’engagement de la cellule dans le cycle est alors irréversible. Pendant la phase S, la cellule 
synthétise et duplique son ADN. La phase G2 correspond à une phase de transition vers la 
phase M. 
 
Figure 5. Cycle de division cellulaire. 
La radiosensibilité d’une cellule varie selon les phases du cycle. Les phases les plus 
radiosensibles sont les phases G2 et M. Par ailleurs, la phase la plus résistante est la phase S 
(Favaudon, 2000).  
Les cellules exposées à une irradiation sont bloquées en phase G1 ou G2. En réponse 
aux CDB, la cellule met en place des mécanismes spécifiques de réparation pendant les points 
de contrôle G1/S ou G2/M du cycle de division cellulaire.  
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Certaines lésions irréparables, en particulier les CDB, peuvent entraîner une large 
gamme d’effets réversibles ou irréversibles, à échéance immédiate comme à très long terme, 
tels que la lyse cellulaire et/ou la perte de capacité proliférative (mort clonogénique ou 
reproductive). Ces deux effets définissent la mort cellulaire ; c’est l’objectif recherché pour 
l’éradication des tumeurs par RT (Favaudon, 2000).  
 
Cinq types de mort cellulaire radio-induite sont répertoriés dans le cas de cellules 
tumorales exposées aux RI (Favaudon, 2000) : 
• l’apoptose (mort cellulaire programmée de type I) : c’est la mort cellulaire la 
plus connue et la plus étudiée ; 
• la mort cellulaire immédiate ou autophagie (mort cellulaire programmée de 
type II) : elle survient rapidement après des doses d’irradiation élevées. Elle 
nécessite l’activation de lysosomes pour une lyse rapide des membranes et des 
organites intracellulaires. C’est un processus peu connu (Zhuang et al., 2009) ; 
• la mort mitotique (mort cellulaire rapide) : la cellule meurt pendant la phase M 
en tentant de se diviser alors que des lésions chromosomiques majeures ne sont 
pas réparées ; 
• la mort cellulaire différée (ou mort post-mitotique) : les cellules ayant subi des 
lésions non fatales continuent à se diviser en conférant à leur descendance une 
instabilité génomique, évoluant au fil des générations. Ces remaniements 
s’accompagnent de la mort d’une proportion variable de cellules ;  
• l’oncose : cette mort cellulaire est caractérisée par un gonflement du 
cytoplasme et des organelles, un accroissement de la perméabilité 
membranaire, la lyse du noyau et des protéines de la cellule. 
 
L’oncose est un processus mal connu et est généralement appelée « nécrose » dans la 
littérature. Par ailleurs, le terme de mort cellulaire par nécrose est abusivement utilisé pour 
qualifier tout ce qui n’est pas de l’apoptose (Favaudon, 2000). Par exemple, la mort cellulaire 
différée se caractérise notamment par un gonflement et une lyse cellulaires, comme pour la 
mort nécrotique. Il est alors question de mort cellulaire différée nécrotique (Delmas et al., 
2002). 
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II.1.2.2.3. Les actions sur les tissus 
 
 La sensibilité d’un tissu aux RI est proportionnelle au temps de renouvellement des 
cellules qui le composent et inversement proportionnelle au degré de différenciation de ces 
cellules.  
 Les cellules tumorales sont par définition en prolifération continue. Leur temps de 
doublement est très rapide comparé à celui des cellules saines. Dans le cas des gliomes, 
l’irradiation a un effet immédiat sur les cellules tumorales plutôt que sur les cellules saines du 
SNC. Des effets tardifs peu réversibles apparaissent sur les tissus sains à renouvellement lent. 
Ces effets tardifs constituent le facteur limitant de la RT.  
 L’objectif du radiothérapeute est de minimiser l’impact des RI sur les cellules saines, 
tout en délivrant la dose maximale pour traiter la tumeur. Le fractionnement de la dose totale, 
le nombre de fractions, l’intervalle entre deux fractions, l’étalement du traitement et la dose 
totale sont tous les éléments qui constituent le programme radiothérapeutique. La dose totale 
d’irradiation d’un GBM est généralement de 60 Gy de manière fractionnée : 2 Gy/j, cinq fois 
par semaine, pendant six semaines (Dhermain et al., 2005).  
 
II.2. Radiorésistance des GBM 
 
 Malgré les bénéfices réels de la RT, les récidives sont systématiques dans le cas des 
GBM, quelques mois après la fin du traitement. C’est pourquoi nous allons nous intéresser 
aux facteurs biologiques responsables de la radiorésistance des GBM. 
D’un point de vue clinique, une tumeur est considérée comme radiorésistante si :  
• une récidive rapide (quelques semaines) est observée malgré la régression de 
cette tumeur après la RT ; 
• aucune régression n’est observée après la RT.  
Les GBM sont considérés comme des tumeurs particulièrement radiorésistantes. 
Plusieurs mécanismes peuvent expliquer ce phénomène récurrent.  
 
II.2.1. Radiorésistance extrinsèque liée au microenvironnement 
 
Il est clairement établi que le microenvironnement entourant la tumeur est impliqué 
dans de nombreux phénomènes tels que l’hypoxie, l’angiogenèse ou l’invasion des cellules 
cancéreuses. Ces phénomènes ont un impact direct sur la radiorésistance des cellules de GBM 
(Jensen, 2009). 
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II.2.1.1. Hypoxie 
 
II.2.1.1.1. Oxygénation des GBM 
 
L’oxygène, lorsqu’il est présent dans les cellules, réagit avec les radicaux libres pour 
former des ROS (OH., HO2
., ROO., H2O2...) responsables du stress oxydant. Lors d’une 
radiothérapie, ces ROS augmentent l’effet des RI.  
Dans le cas des tumeurs solides, comme les GBM, l’absence d’oxygène est récurrente. 
Ce manque d’oxygène, ou hypoxie, est une marque caractéristique des GBM (Fischer et al., 
2008; Jensen, 2009). L’hypoxie est incontestablement le premier facteur de radiorésistance 
des GBM.  
Deux types d’hypoxie existent. L’hypoxie chronique est liée à la progression tumorale 
qui éloigne les cellules des capillaires sanguins. C’est pourquoi, il est fréquent d’observer, à 
partir des vaisseaux et/ou capillaires, des cellules oxygénées, puis hypoxiques et enfin 
nécrotiques (Fig. 6). L’hypoxie aiguë est liée à des anomalies lors de la néo-vascularisation 
tumorale (Tredan et al., 2008). 
 La vascularisation des GBM, autrement dit l’angiogenèse, est donc impliquée dans 
l’hypoxie (Cohen-Jonathan Moyal, 2009; Mazeron et al., 2009). 
 
Capillaire
Augmentation de l’hypoxie
 
Figure 6. Augmentation de l’hypoxie dans des cellules tumorales entourant un capillaire 
sanguin (www.accesspharma.com/images/hypoxia.jpg). 
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II.2.1.1.2. Oxygénation et RT 
 
 Contourner le phénomène d’hypoxie permettrait de radiosensibiliser les GBM. 
L’utilisation de doses fractionnées et étalées dans le temps favorise la réoxygénation des 
cellules hypoxiques (Hennequin et al., 2009). Le mécanisme est la migration des cellules 
hypoxiques vers des zones mieux oxygénées, après la mort des cellules plus proches des 
capillaires.  
Par ailleurs, des essais cliniques d’oxygénothérapie hyperbare ont été réalisés afin 
d’élargir la zone oxygénée autour des capillaires. Cependant, cette technique, lourde à mettre 
en place, a été abandonnée car peu de bénéfices ont été obtenus (Mazeron et al., 2005).  
 
II.2.1.2. Angiogenèse et invasion cellulaire 
 
II.2.1.2.1. Angiogenèse et GBM 
 
L’angiogenèse tumorale correspond à la croissance de néo-vaisseaux sanguins à partir 
des parois ou des extrémités des vaisseaux existants. L’angiogenèse est un élément clé de la 
progression des gliomes et, en particulier, des GBM. Ce sont les tumeurs cérébrales les plus 
angiogéniques et avec le plus fort degré de prolifération vasculaire et d’hyperplasie 
(développement exagéré) de cellules endothéliales.  
Ainsi, la prolifération microvasculaire constitue une signature histopathologique 
caractéristique des GBM et est étroitement liée au pronostic de survie des malades (de Bouard 
& Guillamo, 2005; Wong et al., 2009).  
Par ailleurs, l’intense vascularisation des GBM est responsable de divers symptômes 
pathologiques comme les œdèmes péritumoraux et les hémorragies intratumorales visibles en 
neuro-imagerie (Wong et al., 2009). 
  
II.2.1.2.2. Initiation de l’angiogenèse 
 
Le processus angiogénique dans les tumeurs est relativement complexe. Il requiert des 
activités mitotiques, protéolytiques et chimiotactiques des cellules endothéliales. Il est la 
résultante d’un déséquilibre entre les facteurs pro- et anti-angiogéniques à la suite 
d’altérations environnementales, telles que l’hypoxie (Fischer et al., 2008; Jensen, 2009) et/ou 
d’altérations génétiques.  
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Cependant, ce déséquilibre peut être initié par les cellules tumorales elles-mêmes par 
la synthèse de leurs propres facteurs angiogéniques, l’activation des macrophages infiltrés 
dans la tumeur qui libèrent à leur tour ces facteurs et/ou la synthèse de protéases spécifiques 
capables de libérer ces facteurs stockés dans la matrice cellulaire (de Bouard & Guillamo, 
2005). 
 
II.2.1.2.3. Mécanisme d’angiogenèse des GBM 
 
L’angiogenèse des GBM (Fig. 7) commence par l’expression de facteurs 
angiogéniques tels que le VEGF (étape 1), qui se lient à leurs récepteurs associés, ici le 
VEGFR, sur les cellules endothéliales (CE) (étape 2). Le VEGFR déclenche la prolifération 
(étape 3) et la migration des CE (étape 4). Des enzymes protéolytiques dont les MMP 
(Matrix MetalloProteinases) provoquent ensuite la dégradation de la matrice extra-cellulaire 
(MEC). L’invasion des CE dans la MEC est notamment possible grâce à l’implication de 
molécules d’adhésion cellulaire comme les intégrines (étape 5). Les CE sont ensuite 
assemblées en une structure tubulaire, pour former un nouveau vaisseau (étape 6). Le 
processus se termine par la formation d’une boucle et la maturation de la paroi du vaisseau 
(étape 7) (Wong et al., 2009). 
7. Formation d’un boucle & maturation 
de la paroi du vaisseau
6. Formation 
d’un vaisseau
MEC
4. Migration des CE
3. Prolifération des CE
5. Dégradation & 
invasion de la MEC
2. Liaison des facteurs 
angiogéniques sur leurs 
récepteurs associés
1. Expression des 
facteurs 
angiogéniques
 
Figure 7. Etapes de l’angiogenèse des GBM (Wong et al., 2009). Abréviations : CE, 
Cellules endothéliales ; MEC, Matrice extra-cellulaire. 
 Le lien entre l’hypoxie et l’angiogenèse des GBM est clairement établi (Jensen, 2009). 
Les deux phénomènes sont interdépendants : l’angiogenèse est à l’origine de l’hypoxie et 
l’hypoxie stimule l’angiogenèse (Mazeron et al., 2009). 
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II.2.2. Radiorésistance intrinsèque 
 
La radiorésistance intrinsèque correspond à la mise en place par la cellule de 
mécanismes moléculaires qui lui permettent de résister aux RI. Le concept de 
radiorésistance/radiosensibilité intrinsèque peut être vérifié in vitro par l’établissement de 
courbes de survie en fonction d’une dose d’irradiation unique (Skuli, 2007). Ceci constitue la 
base même des tests de clonogénie réalisés sur des lignées cellulaires ou des cellules 
primaires afin d’évaluer leur fraction de survie. 
Par ailleurs, les mécanismes mis en place dans la cellule sont fortement conditionnés 
par l’environnement extérieur (hypoxie, angiogenèse, stress oxydant). Ces processus activent 
des voies de signalisation à l’intérieur de la cellule par l’intermédiaire d’oncogènes, de gènes 
suppresseurs de tumeur, mais surtout de récepteurs membranaires tels que les intégrines, 
VEGFR et FGFR. Ces récepteurs sont des passerelles entre le milieu extra-cellulaire et la 
cellule.  
Nous allons donc présenter différents mécanismes moléculaires connus dans les GBM 
pour être activés/initiés par les rayonnements ionisants, l’hypoxie ou l’angiogenèse, 
conduisant à la radiorésistance intrinsèque de ces tumeurs : signalisation membranaire, 
activation de seconds messagers, régulation du cycle cellulaire, réparation de l’ADN, 
inactivation de mécanismes de morts cellulaires radio-induites. La mort cellulaire par oncose 
radio-induite est peu décrite dans le cas des GBM. La résistance des tumeurs face à cette mort 
cellulaire ne sera donc pas explicitée dans ce manuscrit. 
 
II.2.2.1. Capacité de réparation de l’ADN 
 
La capacité des cellules à réparer les CDB de l’ADN est essentielle pour la survie de 
la cellule et corrèle avec sa radiorésistance intrinsèque. Une meilleure compréhension de 
l’activation des mécanismes de réparation de l’ADN est à l’heure actuelle indispensable. 
C’est ainsi qu’Otomo et ses collaborateurs ont étudié l’expression génique de deux 
lignées cellulaires de GBM humains avant et juste après irradiation. L’une de ces lignées est 
considérée radiorésistante (U87), l’autre radiosensible (A172). Un plus grand nombre de 
gènes impliqués dans la réparation de l’ADN sont sur-exprimés après irradiation dans la 
lignée U87 par rapport à la lignée A172 (Otomo et al., 2004). La lignée U87 semble posséder 
une plus grande capacité à réparer l’ADN, ce qui pourrait expliquer son profil radiorésistant. 
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L’EGFR, véritable passerelle entre la matrice extra-cellulaire et la cellule, est activé 
sous irradiation et pourrait jouer un rôle dans la radiorésistance des GBM. Récemment, 
Mukherjee et ses collaborateurs (Mukherjee et al., 2009) ont montré que, dans la lignée de 
GBM U87, la protéine DNA-PKCS (DNA-dependent Protein Kinase Catalytic Subunit) est 
activée sous irradiation par l’intermédiaire de la forme mutante EGFRvIII. La protéine DNA-
PKCS est une enzyme clé dans la réparation des CDB radio-induits. La voie présumée serait 
EGFRvIII/PI3K/Akt-1/DNA-PKCS. Ces résultats fournissent une base mécanistique 
importante pour la compréhension de la radiorésistance des GBM.  
Enfin l’étude réalisée par Zheng et son équipe souligne l’implication de la protéine 
membranaire TRAF2 (Tumor necrosis factor Receptor-Associated Factor 2) dans la 
radiorésistance. Lorsqu’elle est sur-exprimée, elle protège les cellules U251 de GBM humain 
de la mort cellulaire radio-induite. Outre son rôle anti-apoptotique, cette protéine activerait la 
protéine NF-κB (Nuclear Factor κB) impliquée dans la transcription de l’ADN. TRAF2 
contrôlerait par ailleurs plusieurs protéines impliquées dans le point de contrôle G2/M (Zheng 
et al., 2008).  
 
II.2.2.2. Rôle protecteur des anti-oxydants 
 
Certaines petites molécules (glutathion, vitamines C/E...) et/ou enzymes (glutathion 
peroxidase et reductase, superoxide dismutase...) jouent un rôle protecteur par des réactions 
de détoxification des ROS dans les cellules (Tuzgen et al., 2007).  
Gao et ses collaborateurs ont montré que les cellules de gliomes humains U118-9 sur-
exprimant l’enzyme anti-oxydante SOD1 (CuZn SuperOxide Dismutase 1) sont davantage 
radiorésistantes. De plus, la sur-expression de SOD1 empêche l’accumulation de ROS 
longtemps après l’irradiation (Gao et al., 2008). 
 
Par ailleurs, un métabolite tel que la taurine (Tau) est reconnu comme osmorégulateur 
et cytoprotecteur en inhibant les ROS dans les cellules (Sokol et al., 2004). Selon Patterson et 
ses collaborateurs, la concentration en Tau dans la cellule est corrélée à sa radiorésistance 
(Patterson et al., 2008). Cette affirmation mérite d’être confirmée par des études in vivo. 
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II.2.2.3. Résistance des GBM à l’apoptose  
 
Les voies induisant l’apoptose dans les GBM sont tout particulièrement étudiées afin 
de mieux comprendre les mécanismes de radiorésistance des GBM.  
Quelques études soulignent l’influence du gène suppresseur de tumeur TP53 sur la 
radiorésistance des cellules tumorales, bien que son rôle soit controversé (Tsai et al., 2007). 
Les cellules U87 de GBM possédant le gène TP53 muté semblent moins sensibles aux RI lors 
de RT multi-fractionnées (Haas-Kogan et al., 1999). La perte de fonction de p53 dans les 
cellules engendre une incapacité à entrer en apoptose (Nozaki et al., 1999).  
La voie PI3K/Akt-PKB/mTOR est connue pour être activée par les RI dans les GBM. 
Elle semble directement impliquée dans la radiorésistance de ces derniers. In vitro, 
l’inhibition de cette voie radiosensibilise la lignée U87 (Li et al., 2009). Sur des biopsies, le 
degré d’activation de cette voie est corrélé au pronostic de survie des patients traités par RT, 
suggérant un lien direct avec la radiorésistance (Chakravarti et al., 2004; Nakamura et al., 
2005).  
Knizetova et ses collaborateurs ont récemment mis en évidence une régulation 
autocrine de la progression, de la viabilité et de la radiorésistance de plusieurs lignées 
cellulaires de GBM, à travers l’association VEGF/VEGFR2. L’oncogène VEGFR, outre sa 
fonction pro-angiogénique, est connu pour activer trois voies de signalisation impliquées dans 
la croissance, la prolifération, la migration et la survie cellulaires. Ces trois voies ont été 
décrites précédemment (Annexe 1). Les auteurs présentent le VEGF comme un 
radioprotecteur des GBM et l’inhibition du récepteur VEGFR2 augmente considérablement le 
taux de cellules apoptotiques radio-induites. Cette découverte ouvre des perspectives très 
prometteuses de chimiothérapie à visée radiosensibilisante (Knizetova et al., 2008). 
 Selon Zhou et son équipe, SOCS1 et SOCS3 (Suppressors Of Cytokine Signaling 
1 & 3) sont des marqueurs de radiorésistance des GBM. Le premier est éteint, alors que le 
deuxième est constamment exprimé dans les biopsies étudiées. Les deux ont un rôle 
antagoniste de régulateur de la voie RAS/Raf/MAPK : SOCS1 l’inhibe et SOCS3 l’active. 
Cette voie est aussi impliquée dans la radiorésistance des GBM en contrôlant l’oncogenèse, la 
survie et la prolifération cellulaires. L’activation de SOCS1 ou l’inhibition de SOCS3 dans les 
cellules U87 les radiosensibilisent (Zhou et al., 2007). Cette étude suggère que SOCS1 et 
SOCS3 peuvent être des cibles thérapeutiques pour radiosensibiliser les GBM. 
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Les travaux présentés par Chen et ses collaborateurs mettent en avant la protéine pro-
apoptotique BAX (Bcl2-Associated X protein) comme une protéine radiosensibilisante dans 
des cellules sous hypoxie. Les GBM expriment très faiblement cette protéine, contrairement à 
d’autres types cellulaires plus radiosensibles. Lorsque cette protéine mitochondriale est 
activée préalablement sous hypoxie dans des cellules U87, elle les radiosensibilise de manière 
significative (Chen et al., 2005).  
Enfin, des travaux récents ont montré qu’il est possible de radiosensibiliser des 
modèles cellulaires de GBM en inhibant XIAP (X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein). 
XIAP fait partie des IAP, protéines anti-apoptotiques souvent exprimées dans différents 
cancers. Les inhibiteurs de XIAP agissent de manière synergique avec les rayons ionisants γ 
en perméabilisant les membranes et en activant les caspases et l’apoptose. Ils ne semblent pas 
cytotoxiques sur des cellules saines du SNC de rat. Des essais pré-cliniques peuvent donc être 
envisagés combinant l’utilisation de ces inhibiteurs et la RT (Vellanki et al., 2009). 
 
II.2.2.4. Résistance des GBM à l’autophagie 
 
L’autophagie (du grec : « se manger soi-même ») est un processus cellulaire important 
dans l’oncogenèse des GBM et dans leurs radio- et chimiorésistances. Le rôle de l’autophagie 
est controversé : elle agirait à la fois sur la survie et la mort cellulaires. L’autophagie dégrade 
les protéines superflues et les organelles cytoplasmiques dégradées (par les RI par exemple) 
par l’intermédiaire des lysosomes. Dans un premier temps, son rôle est donc de maintenir 
l’homéostasie cellulaire.  
En revanche, lorsque les cellules sont trop endommagées, l’autophagie constitue un 
véritable type de mort cellulaire qui se substitue ou s’associe à l’apoptose (Lefranc et al., 
2007). Dans le cas des gliomes, la mort autophagique radio-induite prédomine sur la mort 
apoptotique radio-induite (Zhuang et al., 2009).  
D’un point de vue mécanistique, les voies de signalisation pro-autophagiques, bien 
que caspases-indépendantes, sont pour la plupart communes avec celles de l’apoptose. En 
effet, la voie PI3K/Akt-PKB/mTOR est la voie principale de l’autophagie dans les cellules de 
mammifères (Fig. 8). Cette voie est connue pour être activée sous RI (Zhuang et al., 2009).  
Des gènes suppresseurs de tumeur tels que p53 et Beclin 1 sont inducteurs 
d’autophagie (Lefranc et al., 2007; Zhuang et al., 2009). La protéine Beclin 1 associée à la 
protéine PI3K classe III favorise l’autophagie et inhibe l’oncogenèse. En revanche, lorsque le 
complexe interagit avec Bcl-2, le processus serait inversé (Fig. 8).  
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Figure 8. Principale voie de l’autophagie (Lefranc et al., 2007). Abréviations : PDK-1, 
Phosphoinositide-Dependent protein Kinase-1 ; LC3-I/II, Light Chain I/II. 
 
Selon Lefranc et ses collaborateurs, l’autophagie est supprimée aux stades précoces de 
formation de la tumeur. En revanche, elle est surexprimée dans les stades avancés de celle-ci. 
Elle agirait ainsi contre les stress extra-cellulaires. Une équipe montre que l’expression de 
Beclin 1 est inversement proportionnelle au grade des gliomes primaires humains (Miracco et 
al., 2007). Ainsi, l’introduction de Beclin 1 dans les cellules cancéreuses du sein MCF-7 
xénogreffées induit l’autophagie et inhibe la tumorogenèse. L’initiation de l’autophagie aux 
stades précoces de formation des tumeurs pourrait constituer un axe thérapeutique intéressant, 
étant donné que les voies pro-apoptotiques sont désactivées dans la plupart des cancers 
(Lefranc et al., 2007).  
 
Les agents pro-autophagiques, ciblant principalement mTOR, seront présentés dans la 
partie II.3. Le cas du TMZ, essentiel dans la stratégie actuelle de traitement des GBM, est 
controversé. Lefranc et ses collaborateurs (Lefranc & Kiss, 2006) le présentent comme un 
agent pro-autophagique, alors que d’autres le présentent comme un agent pro-apoptotique 
induisant un arrêt du cycle cellulaire en phase G2/M (Laigle-Donadey et al., 2009) ou en 
augmentant les CDB (Chakravarti et al., 2006).  
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II.2.2.5. Résistance des GBM aux morts mitotique et post-mitotique : rôle de 
RhoB 
 
Des chercheurs de l’Institut Claudius Regaud (ICR) de Toulouse proposent une toute 
autre voie de radiorésistance des GBM. La résistance des cellules à la mort radio-induite non-
apoptotique serait contrôlée par une petite protéine G active sous forme farnésylée, RhoB 
(Milia et al., 2005). Elle appartient à la sous-famille des Rho, cette dernière faisant partie de la 
famille des Rho GTPases, qui elle-même appartient à la grande famille des Ras.  
Les Rho GTPases agissent comme des interrupteurs moléculaires, passant d’une forme 
active lorsqu’elles sont liées à un GTP à une forme inactive lorsqu’elles sont liées à une GDP 
(Vega & Ridley, 2008). Plusieurs études montrent que l’expression de RhoB est induite en 
réponse à des stress comme les UV, l’hypoxie, les RI ou des dommages à l’ADN dans 
différents modèles cellulaires (Skuli, 2007; Vega & Ridley, 2008). 
 
Dans un premier temps, il a été montré dans des cellules HeLa que le mécanisme de 
radiorésistance est induit par une des isoformes du facteur angiogénique FGF-2. Cette 
signalisation radio-induite est régulée par la protéine RhoB qui empêche la mort cellulaire 
post-mitotique (Ader et al., 2002). 
Dans les modèles NIH-3T3 (lignée cellulaire de fibroblaste embryonnaire murin), U87 
(lignée cellulaire humain de GBM) et HeLa (lignée cellulaire humaine de cancer du col de 
l’utérus), les chercheurs de l’ICR mettent en évidence que RhoB protège les cellules irradiées 
de la mort cellulaire différée (ou post-mitotique) ou mitotique via FGF-2 dans le cas des 
cellules HeLa (Ader et al., 2002; Delmas et al., 2002; Ader et al., 2003; Milia et al., 2005). 
Ader et ses collaborateurs montrent que RhoB régule la protéine pro-angiogénique 
MMP2, qui elle-même active des récepteurs membranaires tels que les intégrines ou l’EGFR 
(Ader et al., 2003).  
Les auteurs montrent ensuite que pour des lignées cellulaires de GBM humains, U87, 
SF763, U251 et SF767, la radiorésistance intrinsèque des cellules les plus radiorésistantes 
peut être diminuée en inhibant RhoB par un inhibiteur de farnésyltransférase (FTI), R115777 
(Zarnestra®) (Delmas et al., 2002). La véritable cible du FTI reste cependant controversée 
(Wang et al., 2006).  
Les mêmes auteurs ont par ailleurs récemment mis en évidence un mécanisme de 
signalisation radio-induit RhoB-dépendant. En effet, de manière basale, dans les modèles U87 
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et SF763 de GBM, RhoB est régulée dans la cellule par les intégrines αvβ3 et/ou αvβ5 via ILK 
(Integrin-Linked Kinase) (Monferran et al., 2008). Les intégrines sont des récepteurs de la 
matrice extra-cellulaire impliquées dans l’invasion et l’angiogenèse des tumeurs notamment. 
Elles participent également à l’adhésion des cellules à la matrice extra-cellulaire et sont 
connues pour être activées lors de stress génotoxique. Ainsi, elles confèrent à la cellule de 
plus grandes radio- et chimio-résistances (Hehlgans et al., 2007).  
 
Les Rho GTPases interviennent dans les étapes clés de la tumorogenèse. Cependant, 
au sein de la sous-famille des Rho, la protéine RhoB fait exception. En effet, RhoB est 
généralement sous-régulée dans les tumeurs humaines. Son expression est inversement 
corrélée à l’agressivité de la tumeur (Vega & Ridley, 2008). Son rôle dans la cellule est 
encore controversé. Certains résultats présentent RhoB comme un gène suppresseur de tumeur 
dans certains modèles cellulaires, et notamment dans des modèles de GBM.  
En effet, il a été montré in vitro que les protéines RhoB et PKCι (Protein Kinase C 
iota) sont antagonistes et que RhoB est inhibée par PKCι de manière basale dans les cellules 
de GBM U87. En revanche, lorsque RhoB est activée, elle inhibe la mobilité et l’invasion des 
cellules en inactivant à son tour PKCι (Baldwin et al., 2008). Elle aurait aussi des fonctions 
pro-apoptotiques (Vega & Ridley, 2008).  
 
II.2.2.6. Adaptation des GBM à l’hypoxie : rôle de HIF-1 
 
La réponse et l’adaptation des cellules à l’hypoxie sont contrôlées par différents 
facteurs de transcription inductibles, notamment HIF-1 (Hypoxia Inductible Factor-1). Cette 
protéine est le régulateur le plus important dans le contrôle de l’homéostasie de l’oxygène. 
Elle permet la réponse et l’adaptation des cellules dans un environnement pauvre en oxygène.  
HIF-1 induit plus d’une centaine de gènes impliqués dans les phénomènes 
d’angiogenèse, tels que VEGF et PDGF, de glycolyse, de prolifération et de survie, de 
régulation du pH, d’invasion et de migration cellulaires tels que MMP2 (Matrix 
MetalloProteinase 2) et ILK (Skuli, 2007).  
HIF-1 est un hétérodimère composé de deux sous-unités : HIF-1α et HIF-1β. Alors 
que la sous-unité HIF-1β est exprimée de manière constante dans la cellule, HIF-1α est 
rapidement dégradée par le protéasome sous normoxie (condition normale d’oxygénation). 
En revanche, sous hypoxie, HIF-1α n’est plus réprimée : le dimère HIF-1 peut se former et se 
lier à l’ADN facilitant l’expression des gènes cibles (Fig. 9) (Tredan et al., 2008). 
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Figure 9. Régulation de l’activité de HIF-1 et gènes activés par HIF-1 (Tredan et al., 
2008). Abréviations : HRE, Hypoxia Responsive Element ; P300/CBP, facteurs de 
transcription auxiliaires p300 et CBP (Creb Binding Protein) ; VHL, von Hippel-Lindau. 
  
 Cependant, la sous-unité HIF-1α, sur-exprimée dans de nombreux cancers, peut être 
régulée positivement sous normoxie via une stabilisation de la protéine et/ou une 
augmentation de la transcription et de la traduction. Cette induction est la résultante de 
l’activation d’oncogènes tels qu’EGF ou IGF (Insulin-like Growth Factor), ou de la délétion 
de gènes suppresseurs de tumeur comme PTEN, VHL (von Hippel-Lindau) ou TP53. Ainsi, 
différentes voies de signalisation telles que la voie PI3K/Akt-PKB/mTOR, celle des MAP 
kinases et/ou celle de p53 sont susceptibles de stabiliser HIF-1α et donc d’activer HIF-1 (Kaur 
et al., 2005; Skuli, 2007). 
 
Les chercheurs de l’ICR montrent que pour des lignées cellulaires de GBM sous 
hypoxie (U87 et SF763), la sous-unité HIF-1α est régulée par la voie de signalisation des 
intégrines αvβ3-αvβ5/FAK/RhoB/GSK-3β (Skuli et al., 2009). Cette voie constitue donc une 
cible thérapeutique prometteuse afin d’augmenter l’efficacité de la RT des GBM. 
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II.2.3. Cellules souches cancéreuses (CSC) de GBM 
 
La dernière cause de radiorésistance des GBM présentée dans ce manuscrit concerne 
les cellules souches cancéreuses (CSC). Cette piste, encore hypothétique il y a quelques 
années, est de plus en plus prisée (Kanu et al., 2009; Noda et al., 2009). Les GBM sont 
présentés comme des tumeurs hétérogènes constituées en grande majorité de cellules 
cancéreuses différenciées mais aussi de CSC. Ces dernières sont parfois suspectées d’être à 
l’origine même de la tumeur (Singh et al., 2004).  
 
II.2.3.1. Caractéristiques des CSC 
 
Les cellules souches cancéreuses possèdent un grand nombre de caractères des 
cellules souches (Altaner, 2008) comme une expression à leur surface de transporteurs ABC 
impliqués dans la chimiorésistance, une capacité de réparation de l’ADN très importante, une 
résistance à l’apoptose et une absence d’étape de quiescence dans le cycle cellulaire. Dans la 
tumeur, les cellules souches cancéreuses se caractérisent par leur capacité à : 
• s’auto-renouveler ; 
• se différencier de manière aberrante ; 
• être à l’initiative de la tumorogenèse ; 
• migrer ; 
• régénérer une copie conforme de la tumeur d’origine lorsqu’elles sont injectées 
in vivo (Altaner, 2008). 
 
L’isolement de cellules souches dans une biopsie de GBM n’a été réalisé que très 
récemment. Les auteurs ont mis en évidence le caractère fortement oncogénique de la sous-
population des cellules souches exprimant l’antigène CD133+ à leur surface. Implantée in 
vivo, une centaine de cellules CD133+ est capable de régénérer à l’identique la tumeur dont 
elles sont issues (Singh et al., 2004). 
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II.2.3.2. Radiorésistance des CSC 
 
Blazek et ses collaborateurs ont montré que, pour des cellules de médulloblastome, la 
sous-population CD133+ est plus radiorésistante que la sous-population CD133- (Blazek et al., 
2007). Ceci corrèle avec les résultats présentés par Altaner (Altaner, 2008), qui montrent que 
la sous-population de cellules souches cancéreuses de GBM exprimant les marqueurs CD133, 
CD117, CD71 et CD45 est radiorésistante.  
Implantées in vivo, les CSC CD133+ prolifèrent rapidement après irradiation. Cela 
s’expliquerait par le fait qu’elles évitent la mort cellulaire apoptotique en activant les 
mécanismes de réparation de l’ADN. La capacité de réparation des CDB des CSC CD133+ et 
donc leur survie cellulaire sont accrues, ce qui leur confère une très grande radiorésistance 
(Bao et al., 2006a).  
 
II.2.3.3. Différentiation et angiogenèse des CSC 
 
La sous-population CD133+ possède des caractères de prolifération, d’auto-
renouvellement et de pluripotence très prononcés. Ces cellules sont capables in vivo dans la 
souris d’initier la tumorogenèse et de se différencier en cellules endothéliales. Cela 
expliquerait pourquoi les GBM possèdent à la fois des cellules tissulaires et vasculaires 
(Altaner, 2008). 
Bao et ses collaborateurs (Bao et al., 2006b) montrent que les cellules souches 
cancéreuses de gliomes induisent l’angiogenèse tumorale en sur-exprimant le facteur 
angiogénique VEGF.  
 
II.2.3.4. Caractère invasif des CSC 
 
Malgré la résection quasi-totale de la tumeur par les neurochirurgiens, la récidive 
tumorale est fatale. La capacité des CSC de GBM à migrer et à proliférer malgré un nombre 
très restreint de cellules pourrait être l’explication des rechutes cliniques systématiques des 
GBM (Kanu et al., 2009).  
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II.3. Radiosensibilisants et GBM 
 
Nous allons dans cette partie détailler les agents chimiothérapeutiques 
radiosensibilisants dans le cadre du traitement des GBM.  
Un agent est radiosensibilisant s’il n’a aucun effet cytotoxique sur les cellules lorsqu’il 
est administré seul. En revanche, la combinaison RT et radiosensibilisant doit avoir un effet 
synergique (supra-additif) pour apporter un bénéfice net comparé à la RT seule ou la RT 
combinée au TMZ (RT/TMZ) (Hennequin et al., 2009). 
Même si, depuis 2005, le traitement standard des GBM associe RT/TMZ, le bénéfice 
est réel mais insuffisant et la découverte de nouveaux radiosensibilisants s’impose. Les 
nouveaux agents thérapeutiques décrits ci-dessous, encore en essais cliniques, sont 
administrés en traitement initial avec ou sans TMZ, mais toujours en association avec la RT.  
Les agents thérapeutiques présentés sont répartis en quatre groupes : les agents anti-
récepteurs de facteurs de croissance ; les agents anti-angiogéniques ; les inhibiteurs des voies 
de transduction du signal ; les inhibiteurs de protéases et d’autres protéines. 
 
II.3.1. Témozolomide : premier radiosensibilisant des GBM 
 
Depuis les travaux publiés par Stupp et ses collaborateurs (Stupp et al., 2005), le TMZ 
(Témodal®) administré concomitamment à la RT est le traitement standard des GBM (Maire 
et al., 2008). L’association RT/TMZ augmente significativement la médiane de survie 
(14,6 mois au lieu de 12,1 mois avec la RT seule) et la survie sans progression au bout de 
2 ans (26% de patients contre 10% avec la RT seule).  
Comme l’ont montré Hegi et ses collaborateurs (Hegi et al., 2005), le statut du gène 
MGMT conditionne ces résultats : seules les personnes possédant un promoteur du MGMT 
méthylé bénéficient de l’effet synergique du TMZ couplé à la RT. 
 Le TMZ est un agent alkylant de l’ADN. Il s’administre par voie buccale du fait de sa 
biodisponibilité et de sa bonne pénétration dans le SNC. Le TMZ est administré 
quotidiennement (75 mg/m2/j) pendant toute la durée de la RT. Puis il est administré de façon 
adjuvante toutes les quatre semaines (six cycles de cinq jours) à la dose initiale de 
150 mg/m2/j (Maire et al., 2008). 
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II.3.2. Agents anti-récepteurs de facteurs de croissance  
 
Actuellement, l’une des principales cibles des agents thérapeutiques des GBM 
concerne les récepteurs de facteurs de croissance, et principalement le PDGFR, l’EGFR et sa 
forme mutée l’EGFRvIII. Ces récepteurs possèdent une activité tyrosine kinase 
intracellulaire : c’est ce site catalytique qui est préférentiellement ciblé. 
Le mésylate d’imatinib (Glivec®) est une petite molécule qui inhibe le PDGFR. 
Administrée seule sur des GBM en récidive, cette molécule ne montre aucune efficacité en 
phase II. Cette inefficacité peut être due à une faible pénétration à travers la barrière hémato-
encéphalique (Reardon & Wen, 2006). Cependant, des essais in vitro ont montré le potentiel 
radiosensibilisant de la molécule sur une lignée cellulaire de GBM humain, RuSi RS1 
(Holdhoff et al., 2005). Une étude clinique de phase I/II du mésylate d’imatinib administré 
concomitamment à la RT est actuellement en cours (Noda et al., 2009).  
 Le géfitinib (Iressa®) et l’erlotinib (Tarceva®) sont deux inhibiteurs oraux de l’EGFR. 
Ces deux produits n’ont pas donné de résultats convaincants en monothérapie sur des GBM 
en récidive. Par ailleurs, l’essai de phase I/II du géfitinib administré en même temps que la 
RT n’a pas été concluant. Seuls les patients pour lesquels l’EGFR est activé répondraient au 
traitement (Le Guilloux & Carpentier, 2008). Des essais de phase I de l’erlotinib avec la RT 
seule ou avec RT/TMZ sont en cours (Noda et al., 2009). 
 D’autres agents, comme le cétuximab (Erbitux®) ou le peptide CDX-110 (Noda et al., 
2009), ciblant l’EGFR ou sa forme mutante EGFRvIII sont actuellement évalués dans des 
essais cliniques couplés à la RT/TMZ.  
 
II.3.3. Agents anti-angiogéniques  
  
Du fait du caractère angiogénique prononcé des GBM, cibler les protéines 
membranaires impliquées dans l’angiogenèse des GBM est un autre axe de recherche 
thérapeutique important.  
 L’étude de phase I/II associant l’inhibiteur des intégrines αvβ3 et αvβ5, le cilengitide 
(EM121974), à la RT/TMZ a montré une bonne tolérance et aucune majoration de la toxicité 
radio-induite (Cohen-Jonathan Moyal, 2009). Le groupe de patients possédant un promoteur 
du MGMT méthylé semble mieux répondre au traitement (Noda et al., 2009). 
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Plusieurs agents anti-VEGFR sont à l’essai : le vatalanib (PTK787/ZK222584), le 
sunitinib (Sutent®), le cediranib (Recentin®) ou encore le sorafenib (Nevaxar®). En plus de 
leur activité anti-angiogénique, ces agents inhibent d’autres voies d’activation intracellulaire 
comme celles du PDGFR ou de l’EGFR (Le Guilloux & Carpentier, 2008).  
Par exemple, le vatalanib et le sunitinib inhibent le VEGFR et le PDGFR. Le vatalanib 
est à l’essai en phase I/II comme adjuvant à la RT/TMZ et/ou après traitement standard (sur 
des GBM en récidive). Les essais pré-cliniques montrent une augmentation de la 
radiosensibilité des cellules U87. Quant au sunitinib, il est actuellement étudié en phase I avec 
RT/TMZ (Noda et al., 2009). 
 
II.3.4. Inhibiteurs des voies de transduction du signal 
 
Comme la voie de transduction du signal PI3K/Akt/mTOR est fortement impliquée 
dans la radiorésistance des GBM, ses protéines associées constituent des cibles privilégiées.  
 Plusieurs inhibiteurs de la protéine mTOR sont en essai clinique. Par exemple, deux 
dérivés du sirolimus (rapamycine, Rapamune®), le temsirolimus (CCI-779®) et l’évérolimus 
(RAD-001®) combinés à la RT/TMZ sont en essais cliniques de phases I et I/II 
respectivement (Noda et al., 2009). Des essais de phase II de ces composés seuls ont 
cependant montré des résultats décevants sur des GBM en récidive (Le Guilloux & 
Carpentier, 2008). 
 Les inhibiteurs de farnésyltransférase tels que le tipifarnib (Zarnestra®) et l’ionafarnib 
(Sarasar®) ont une fenêtre thérapeutique assez large. Ils inhibent la farnésylation post-
traductionnelle de protéines comme RAS et RhoB. La protéine RAS est impliquée dans la 
voie des MAP kinases qui contrôle la croissance et l’invasion cellulaires. La protéine RhoB 
est, quant à elle, impliquée dans la radiorésistance et l’hypoxie sur des modèles de GBM 
humains. Des essais pré-cliniques ont montré le caractère radiosensibilisant du tipifarnib sur 
des modèles de GBM (Wang et al., 2006). Mais des essais de phase II sur des GBM en 
récidive ont conduit à des résultats décevants (Le Guilloux & Carpentier, 2008). Le tipifarnib 
a été testé en phase I avec la RT seule (Moyal et al., 2007) et en phase pré-clinique avec le 
TMZ sur des GBM en récidive (Noda et al., 2009).  
 La protéine PKC est impliquée dans la voie des MAP kinases et possède probablement 
un rôle pro-angiogénique (Le Guilloux & Carpentier, 2008). Dans des essais in vitro, 
l’inhibiteur de la PKCβ, l’enzastaurine, a montré des propriétés anti-angiogéniques et 
radiosensibilisantes. Des essais de phase I/II avec RT/TMZ sont en cours (Noda et al., 2009). 
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II.3.5. Inhibiteurs de protéases et d’autres cibles 
 
Parmi les inhibiteurs de protéases, le prinomastat (AG3340) inhibe spécifiquement les 
métalloprotéases MMP-2, -9, -13 et -14. Ces protéines dégradent la matrice extra-cellulaire et 
contribuent à l’invasion, à la tumorogenèse et aux processus métastatiques des tumeurs (Le 
Guilloux & Carpentier, 2008). Même si les résultats in vivo sont encourageants, les résultats 
de l’essai clinique de phase II avec la RT/TMZ ne sont pas concluants (Wong et al., 2009). 
 Cibler l’histone deacétylase (HDAC) semble intéressant afin d’inhiber la réparation 
des CDB dans les GBM. Des inhibiteurs de HDAC tels que l’acide valproïque sont à l’étude. 
Actuellement, une étude de phase II entreprise par le NCI (National Cancer Institute) évalue 
l’action concomitante de la RT et de l’acide valproïque par rapport à la RT seule sur des 
tumeurs gliales (Noda et al., 2009).  
Par ailleurs, le 2-méthoxyestradiol (2ME2), inhibiteur in vitro de la prolifération 
cellulaire, induit l’apoptose et augmente les lésions cellulaires provoquées par les radicaux 
libres oxygénés. Ce composé a la particularité de sous-réguler l’expression de HIF-1 et 
d’inhiber l’expression de VEGF induite par ce dernier. Son efficacité a été évaluée dans un 
essai clinique de phase II sur des GBM en récidive. Les résultats semblent encourageants 
(Wong et al., 2009). 
 Le bevacizumab (Avastin®) est un anticorps monoclonal dirigé contre le VEGF. 
Plusieurs études cliniques ont montré le bénéfice réel de son association avec l’irinotecan 
(Campto®), inhibiteur de la topoisomérase I, sur des GBM en récidive. Des essais cliniques de 
cette association pour le traitement des GBM en phase initiale sont prévus (Laigle-Donadey et 
al., 2009).  
Ainsi, une phase pré-clinique est envisagée avec la RT et l’association bevacizumab-
irinotecan, précédée d’un pré-traitement avec ces deux produits. Par ailleurs, un essai pilote 
en phase II est en cours avec le bevacizumab et RT/TMZ. Les résultats préliminaires semblent 
encourageants (Laigle-Donadey et al., 2009). 
Un essai pré-clinique est en cours pour évaluer le lénalidomide (Revlimid®), un 
analogue de la thalidomide supposé inhiber l’expression de VEGF et IL-6, en association avec 
la RT sur des patients atteints de GBM (Mazeron et al., 2009). 
Pour terminer, nous évoquerons l’étude de phase II du topotécan (Hycamtin®), autre 
inhibiteur de la topoisomérase I, associé à la RT, les résultats de l’essai de phase I ayant été 
prometteurs (Laigle-Donadey et al., 2009).   
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II.3.6. Résumé des radiosensibilisants présentés et perspectives 
 
La recherche de nouveaux radiosensibilisants devrait aboutir prochainement à un 
traitement des GBM associant la RT à plusieurs agents thérapeutiques. Ces agents seront 
choisis en fonction des marqueurs prédictifs permettant d’identifier des sous-groupes de 
patients répondant à une association donnée.   
La figure 10 illustre les cibles moléculaires et les radiosensibilisants actuellement en 
essais cliniques qui deviendront peut-être des agents thérapeutiques des GBM.  
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Figure 10. Illustration des voies de signalisation et des agents radiosensibilisants dans les 
GBM. Abréviations : PIP3, Phosphatidyl-Inositol Triphosphate. 
 
Le tableau 2 liste les agents radiosensibilisants actuellement en essais cliniques, leurs 
cibles, le type de thérapie et les effets observés. La plupart de ces agents ne sont pas 
exclusivement utilisés pour le traitement des GBM. 
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Tableau 2. Essais cliniques d’agents radiosensibilisants pour le traitement des GBM. 
Cible Agent 
Traitement 
concomitant 
Essai(s) 
clinique(s) 
Résultats/Observations Référence 
PDGFR 
Mésylate 
d’imatinib 
RT I/II 
En cours  
Pas de bénéfices sur des GBM 
en récidive (phase II) 
(Noda et al., 2009) 
Erlotinib 
RT ou 
RT/TMZ 
I En cours 
(Krishnan et al., 
2006) EGFR 
Cetuximab RT/TMZ I/II En cours (Combs et al., 2006) 
EGFRvIII CDX-110 RT/TMZ II/III 
Résultats des essais en phase 
II prometteurs 
(Sampson et al., 
2008) 
αvβ3/αvβ5 Cilengitide RT/TMZ I/II 
Seuls les patients avec le 
promoteur MGMT méthylé 
semblent bénéficier de cette 
association 
(Stupp et al., 2007) 
Vatalanib RT/TMZ I/II 
Résultats positifs in vitro sur 
U87 
(Stupp et al., 2005) 
VEGFR/PDGFR 
Sunitinib RT/TMZ I En cours (Louis et al., 2007) 
Temsirolimus RT/TMZ I 
mTOR 
Evérolimus RT/TMZ I/II 
Résultats décevants en phase 
II sur des GBM en récidive 
(Noda et al., 2009) 
RAS/RhoB Tipifarnib RT I 
Résultats in vitro/in vivo 
encourageants 
(Moyal et al., 2007) 
PKCβ Enzastaurine RT/TMZ I/II 
Résultats in vitro/in vivo 
encourageants 
(Sijben et al., 2008) 
MMP-2, -9, -13, 
-14 
Prinomastat RT/TMZ II 
Décevant malgré des résultats 
pré-cliniques encourageants 
(Levin et al., 2002) 
HDAC 
Acide 
valproïque 
RT II Réalisé par le NCI (Noda et al., 2009) 
HIF-1 (entre 
autres) 
2ME2 - II 
GBM en récidive  
Résultats encourageants 
(Kirkpatrick et al., 
2007) 
Bevacizumab 
Irinotecane + 
RT/TMZ 
Pré-clinique 
(Laigle-Donadey et 
al., 2009) VEGF 
Bevacizumab RT/TMZ II pilote 
Bénéfice réel de l’association 
bevacizumab-irinotécane sur 
des GBM en récidive (Lai et al., 2008) 
VEGF, IL-6 Lénalidomide RT Pré-clinique - 
(Drappatz et al., 
2009) 
Topoisomérase I Topotécan RT II 
Résultats préliminaires 
encourageants 
(Varveris et al., 
2008) 
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III. Outils pour les études morphologiques et métaboliques des 
gliomes 
 
Dans ce chapitre, nous allons nous intéresser au principe et à l’utilisation de l’imagerie 
par résonance magnétique (IRM) et de la spectrométrie de résonance magnétique (SRM) en 
tant qu’outils radiologiques médicaux. Ces deux techniques utilisées in vivo, basées sur les 
principes de la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN), apportent des informations 
morphologiques et métaboliques sur les gliomes des malades. Ces données permettent de 
visualiser et de mieux cibler les zones à irradier. 
Nous présenterons ensuite la RMN métabolomique et son apport dans l’étude des 
profils métaboliques des gliomes. Il s’agit d’une approche analytique relativement nouvelle 
complémentaire de l’IRM et de la SRM. 
 
III.1. Principes de la RMN 
 
III.1.1. Noyaux, spin et moment magnétique 
 
 La résonance magnétique est basée sur l’existence d’un paramagnétisme des noyaux 
des atomes. Les noyaux contiennent des particules chargées, les protons, en rotation sur elles-
mêmes (spin).  
Cette rotation génère pour chaque noyau un moment magnétique μi, qui est lié à la 
valeur du nombre quantique de spin I. Ce dernier peut être nul ou prendre des valeurs 
multiples de ½ (½, 1...). Seuls les noyaux possédant un nombre quantique de spin non nul, tels 
que 1H, peuvent être étudiés en RMN.  
 
III.1.2. Noyaux placés dans un champ magnétique 
 
Placés dans un champ magnétique statique B0, les moments magnétiques des noyaux 
de spin ½ (1H, 13C, 15N, 19F, 31P) s’orientent selon deux directions : parallèle (↑) et 
antiparallèle (↓) au champ B0 (Fig. 11). Les noyaux se comportent alors comme de petits 
barreaux aimantés. 
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Sans champ Avec champ
B0
 
Figure 11. Schéma de noyaux de spin ½ placés dans un champ magnétique Bo (à droite) 
ou non (à gauche). Les moments magnétiques des noyaux ↑ sont dans le sens parallèle au 
champ et ceux des noyaux ↓ sont dans le sens anti-parallèle au champ 
(www.chem.ucalgary.ca). 
 
Ces deux directions correspondent, en mécanique quantique, à deux valeurs possibles 
de niveaux d’énergie : Εα et Eβ (avec Eβ > Εα). Cette différence d’énergie (ΔE), appelée effet 
Zeeman, est proportionnelle au champ magnétique appliqué et au rapport gyromagnétique, 
caractéristique propre de chaque noyau, selon l’équation (1) : 
 
ΔE = Eβ-Εα = γ(h/2π)B0  (1) 
 
Avec : γ = rapport gyromagnétique du noyau considéré (rad.s-1.T-1) ; h = constante de 
Planck (6,626.10-34 J.s) 
 
Pour un ensemble de noyaux donnés, tels que les protons (1H), le nombre de noyaux 
orientés dans le sens parallèle au champ (Nα) et situés sur le niveau d’énergie le plus bas (Eα) 
est légèrement plus élevé que le nombre de noyaux (Nβ) situés sur le niveau d’énergie le plus 
haut (Eβ) et orientés dans le sens antiparallèle. Cette distribution suit la loi de Boltzmann, 
selon l’équation (2) suivante : 
 
Nβ/Nα = exp(-ΔE/kBT)  (2) 
 
Avec : kB = constante de Boltzmann (1,38.10-23 J.K-1) ; T = température (K) 
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Pour les noyaux de spin ½, les moments magnétiques tournent autour de B0 sur deux 
cônes parallèle et anti-parallèle à celui-ci. Il est alors possible de considérer un vecteur 
aimantation résultant M0, parallèle à B0 et somme de tous les moments magnétiques du 
système de spins en précession (Fig. 12). Cela donne l’équation (3) suivante : 
 
M0 = χmB0  (3) 
 
Avec : χm = susceptibilité magnétique propre au noyau étudié (sans unité) 
 
 
Figure 12. Les cônes de précession (à gauche) et le moment magnétique résultant 
(à droite). 
 
L’équation fondamentale de la RMN (4) relie la vitesse angulaire de précession ω0, 
propre à chaque noyau, au champ magnétique B0 et au rapport gyromagnétique γ : 
ω0 = γB0  (4) 
 
Avec : ω0 = vitesse angulaire de précession (rad.s-1) 
 
 Cette vitesse angulaire est proportionnelle à la fréquence de précession (équation 5), 
appelée fréquence de Larmor : 
υ0 = ω0/2π = (γB0)/2π  (5) 
 
Avec : υ0 = fréquence de Larmor du noyau donné (Hz) 
 
x
y
z
B0
Moments magnétiques μi
parallèles à B0
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z
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Moment magnétique 
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Par exemple, placés dans un champ de 9 T, la fréquence de Larmor du proton est de 
400 MHz. Abusivement, la valeur du champ des appareils RMN est donnée par la fréquence 
de Larmor du proton. 
Enfin, la valeur ΔE (équation 1) est, pour les noyaux de spin ½, proportionnelle à la 
fréquence de Larmor (équation 6), selon l’équation (7) :  
 
ΔE = h.υ0  (7) 
 
III.1.3. Résonance magnétique et fréquence de Larmor 
 
Le phénomène de résonance d’un noyau donné est observé lorsqu’une onde 
radiofréquence (RF) est appliquée au noyau placé dans le champ magnétique à condition que 
sa fréquence υ1 soit égale à la fréquence de Larmor du noyau considéré (équation 8).  
 
υ1 = υ0  (8) 
 
Avec : υ1 = fréquence de l’onde RF excitatrice (Hz)  
 
L’application de la RF de fréquence υ1, appelée impulsion, induit la transition d’un 
certain nombre de noyaux du niveau d’énergie le plus bas vers le niveau d’énergie le plus 
haut. Lorsque l’impulsion est de 90°, il y a égalisation des populations de telle sorte que 
Nα = Nβ et basculement du vecteur aimantation résultant M0 sur l’axe y’ du référentiel 
tournant (Fig. 13). 
x’
y
z
B0
x’
y
z
B0 M0
M0
Mz = M0
My = M0
RF: υ1 = υO
’’
’
 
 
Figure 13. Basculement de M0 sur l’axe y’ après l’application de l’onde RF de 
fréquence υ1. 
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III.1.4. Relaxations magnétiques 
 
Le retour à l’état initial des noyaux s’effectue dès la fin de l’impulsion RF. Le retour à 
cet équilibre fait intervenir deux phénomènes distincts de relaxation magnétique :  
• une relaxation longitudinale (ou relaxation T1). Il s’agit du retour de 
l’aimantation nucléaire vers sa position d’équilibre, selon l’axe z ; 
• une relaxation transversale (ou relaxation T2). Cette dernière est associée à la 
destruction de l’aimantation transversale (dans le plan perpendiculaire à z) 
(Fig. 14). 
 
L’aimantation nucléaire revient à sa valeur d’équilibre selon des équations cinétiques 
du premier ordre, avec comme constantes de temps T1 et T2 pour chacune des relaxations. T2 
est toujours inférieur ou égal à T1 et le système est considéré comme revenu à l’équilibre 
lorsque t = 5T1. 
 D’un point de vue macroscopique, après l’application de la RF de fréquence υ1 
(Fig. 13), le vecteur M0 a pour unique composante My’. Progressivement, My’ tend vers 0 
(relaxation transversale) et la composante Mz croît pour tendre vers M0 initial (relaxation 
longitudinale).  
Pour plus de clarté, nous avons représenté sur la figure 14 la relaxation selon l’axe y’, 
puis celle selon l’axe z. Dans la réalité, ces deux relaxations se font conjointement. 
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Figure 14. Relaxations longitudinale (T1) et transversale (T2) d’un système de spin ½. 
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Les temps de relaxation dépendent principalement de l’environnement des noyaux 
considérés. Lors du retour à l’équilibre, le signal RF émis par les noyaux excités est détecté 
sous la forme d’un courant électrique oscillant et dépendant du temps, qui décroît 
régulièrement du fait de la relaxation. C’est le FID (Free Induction Decay). Après 
digitalisation, le FID est converti en fréquences par une opération mathématique, dont la plus 
courante est la transformée de Fourier (TF), pour conduire au spectre RMN conventionnel. 
 
III.2. IRM des gliomes 
 
III.2.1. Principe de l’IRM 
 
L’IRM est une technique d’analyse d’imagerie médicale basée sur les principes 
physiques de la RMN décrits précédemment. L’utilisation de l’IRM en milieu médical a été 
rendue possible grâce au progrès des outils informatiques et électroniques de ces dernières 
décennies, mais aussi par les travaux de P.C. Lauterbur et P. Mansfield (prix Nobel de 
Médecine en 2003). 
Elle permet de visualiser l’intérieur d’un organisme, placé dans un champ magnétique 
et sur lequel est appliqué une RF, de façon non invasive et sans effet secondaire connu. 
L’image obtenue provient des protons des molécules d’eau qui composent l’organe étudié. 
L’eau est en effet présente dans tous les tissus du corps humain à une proportion massique 
moyenne de l’ordre de 65% chez l’adulte, permettant l’obtention d’une image de haute 
définition (Vion-Dury, 2002).  
 
III.2.2. Obtention d’une image 
 
La différence par rapport à la RMN conventionnelle est l’application de gradients de 
champ magnétique permettant un encodage spatial de l’organe étudié dans les trois directions 
de l’espace. Cet encodage spatial permet la construction d’une image IRM, qui est en fait une 
carte numérisée en 2D ou 3D d’intensité du signal de l’eau (plan de Fourier).  
L’intensité est convertie en échelle de couleurs ou bien en échelle de gris, afin de 
former une image facilement lisible. L’image obtenue n’est pas celle de toutes les molécules 
d’eau de l’organe, mais d’un ensemble de points (pixels) de volume fixe (généralement 
1 mm3) et contenant des molécules d’eau.  
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Ainsi, les caractéristiques de l’image obtenue à partir de l’objet sont la taille de 
l’image (champ de vue), la résolution (taille du pixel élémentaire) et le contraste (différence 
détectable de signal entre deux pixels). 
 La qualité de l’image dépend du nombre de pixels et des caractéristiques de contraste 
permettant visuellement de bien différencier plusieurs zones (zones tumorales et saines par 
exemple) (Vion-Dury, 2002). 
 
III.2.3. Origine du signal et du contraste 
 
La mobilité de l’eau constitue un point critique dans la génération du contraste. Il y a 
une image (signal) en IRM parce qu’il y a mouvement des molécules d’eau, et donc de spins. 
Cependant, les atomes d’hydrogène de l’eau des tissus présentent des temps de relaxation 
d’autant plus longs que les molécules sont mobiles.  
Ainsi, les molécules d’eau intracellulaire, à proximité de macromolécules, ont des 
temps de relaxation courts. En revanche, les molécules d’eau extracellulaire, interstitielle ou 
cavitaire ont des temps de relaxation plus élevés. 
 La quantité absolue de protons par point constitue un autre facteur important de 
contraste. Par exemple, la substance grise contient 84% d’eau (en pourcentage massique), 
alors que la substance blanche n’en contient que 72%. 
 
III.2.4. Principales séquences d’imagerie en IRM 
 
III.2.4.1. Structure de base d’une séquence d’imagerie 
 
La succession des évènements électroniques et informatiques permettant l’acquisition 
du signal est appelée séquence d’imagerie. L’image finale obtenue, selon la séquence choisie, 
est le résultat de la somme de plusieurs motifs (expériences), donnant chacun un signal. 
La séquence classique en IRM est dite séquence d’écho (de spin, de gradient) à partir 
de laquelle plusieurs séquences ont été créées (Fig. 15). Cette séquence comprend : 
• une partie (en rouge), commune aux séquences RMN multidimensionnelles, 
intégrant les impulsions RF 90° (excitation des spins) et 180° (refocalisation 
des spins) et l’enregistrement d’un signal via les amplificateurs et le 
convertisseur analogique digital (CAD) ; 
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• une partie comprenant le schéma des variations des gradients dans les trois 
directions de l’espace et assurant le codage spatial du signal. Ce codage est 
réalisé sur les deux premiers axes (tranche et phase) et la lecture des 
coordonnées est réalisée sur le troisième axe (lecture). 
 
CAD
RF = 90° RF = 180° écho
TE
tranche
phase
lecture
CAD
RF = 90° RF = 180° échoTR
Motif de la séquence
Variation du gradient de phase 
entre deux acquisitions
Signal
Gradients
Répétition n fois du 
motif de la séquence
TE
 
Figure 15. Structure de base d’une séquence d’imagerie. Abréviations : CAD, 
convertisseur analogique digital ; TE, temps d’écho ; TR, temps de répétition. 
 
D’une manière générale, les séquences d’IRM utilisent un signal de type écho de spin 
ou de gradient pour la refocalisation des spins. L’avantage de ces échos est de minimiser 
l’impact des inhomogénéités de champ magnétique pour une meilleure qualité de l’image. 
Le choix de la séquence est fonction des paramètre(s) physico-chimique(s) choisi(s) 
(T1, T2…), dont on veut voir leur prépondérance dans l’expression mathématique du signal 
(notion de pondération) (Vion-Dury, 2002).  
Il est alors possible d’obtenir des images dont la nature et les caractéristiques 
dépendent des types de séquences utilisées. Les parties ci-dessous présentent quelques 
séquences fréquemment utilisées par les cliniciens. 
 
III.2.4.2. Séquences pondérées en T1 
 
Les séquences d’imagerie pondérées en T1 sont très utilisées en IRM pour la détection 
des tumeurs cérébrales. En utilisant un temps d’écho (TE) court (10 à 20 ms) et un temps de 
répétition (TR) court (400 à 600 ms), un contraste d’image pondérée en T1 est obtenu. La 
détection de protons peu mobiles avec un T1 court est ainsi favorisée.  
Des agents chélatants des molécules d’eau, tels que les ions paramagnétiques du 
gadolinium, sont utilisés en clinique afin d’augmenter le contraste de l’image. Ces agents, dits 
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positifs, accélèrent la relaxation T1 des protons, ce qui a pour conséquence une augmentation 
artificielle du signal de l’eau. Concrètement, l’eau interstitielle, comprise entre les cellules et 
les vaisseaux sanguins après rupture de ces derniers (œdème), produit un signal plus intense 
que l’eau intracellulaire. 
Ainsi, les agents de contraste paramagnétiques permettent de délimiter des régions 
invisibles par ailleurs. Ces dernières sont soit des lésions trop petites et indétectables, soit des 
lésions dans lesquelles les propriétés physico-chimiques de l’eau sont trop similaires à celles 
des tissus avoisinants. 
  
III.2.4.3. Séquences pondérées en T2 
 
Lors des séquences en pondération T2, le TE est long (> 80 ms) ainsi que le TR 
(> 2000 ms). Cela favorise la détection de protons mobiles avec un T2 long. Lors de ce type 
de séquence, l’eau et les œdèmes apparaissent en hyper signal. 
Des chélatants ferromagnétiques ou super-paramagnétiques tels que les oxydes de fer, 
peuvent être utilisés pour ce type de séquences afin de diminuer le T2 des protons. Ces agents 
de contraste, dits négatifs, assombrissent le signal des zones dans lesquels ils se concentrent, 
comme le liquide céphalo-rachidien (LCR). Ces agents ont un effet maximal dans les 
séquences d’écho de gradients. 
 
III.2.4.4. Séquences de type FLAIR 
 
Les séquences de type FLAIR (Fluid Attenuated Inversion Recovery), dites séquences 
d’inversion-récupération (IR), sont très utilisées en clinique. Ce type de séquence est surtout 
appliqué pour éliminer le signal de certains tissus masquant des lésions. Ces séquences 
requièrent un long TR (9000 à 12000 ms) et nécessitent donc des temps d’acquisition élevés.  
La séquence FLAIR pondérée en T2, abusivement appelée séquence FLAIR, permet 
de différencier le signal du LCR, apparaissant en sombre sur l’image, des lésions 
parenchymateuses cérébrales. Ce type de séquences est de plus en plus utilisé et s’avère plus 
précis que la séquence pondérée en T1 pour la délimitation des tumeurs. 
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III.2.4.5. Séquences pondérées en diffusion 
 
Dans le cerveau, l’œdème est très souvent présent lors des processus pathologiques. La 
détection de l’œdème cérébral peut être améliorée avec des séquences pondérées en diffusion 
qui mettent en évidence la possibilité d’un parcours libre des molécules d’eau dans l’espace 
tissulaire. Avec ces séquences, il est notamment possible de faire la différence entre un 
œdème cytotoxique et un œdème vasogénique. 
 Ces séquences reposent sur le fait que les déplacements aléatoires des molécules sont 
contraints par l’organisation des tissus. Dans les images pondérées en diffusion, les zones de 
fort signal correspondent aux zones dans lesquelles la diffusion est restreinte.  
 L’intérêt de la diffusion comme marqueur précoce de réponse des tumeurs cérébrales 
au traitement a été présenté par Moffat et ses collaborateurs (Moffat et al., 2005).  
Cha (Cha, 2009) explique l’utilité de l’imagerie pondérée en diffusion pour déterminer 
les zones de récidive de la tumeur après résection de cette dernière. 
  
La figure 16 représente les images IRM pondérée en T1 (A), FLAIR (B) et pondérée 
en diffusion (C) d’un astrocytome anaplasique (Cha, 2009). Sur la première image (A), la 
masse tumorale semble homogène, alors que les images (B) et (C) révèlent l’hétérogénéité de 
la tumeur. 
 
 
Figure 16. Images d’un astrocytome anaplasique : image pondérée en T1 (A) ; image 
FLAIR (B) ; image pondérée en diffusion (C) (Cha, 2009).
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III.2.5. L’imagerie de perfusion et autres types d’imagerie 
 
L’imagerie de perfusion fournit des informations importantes sur le volume sanguin 
cérébral et la vascularisation cérébrale. L’hémodynamique cérébrale est accessible en utilisant 
soit un marqueur exogène (agent de contraste paramagnétique), soit un marqueur endogène, 
tel que l’hémoglobine du sang. Ce type d’imagerie peut être utilisé, en complément des 
analyses histologiques classiques, pour le diagnostic et la gradation des gliomes (Laprie, 
2009).  
De plus, elle présente un grand intérêt pour le suivi des traitements anti-angiogéniques 
des gliomes et dans la détermination des réponses des tumeurs à ces agents (Cha, 2009). 
Enfin, elle permet de distinguer les régions nécrotiques radio-induites des zones tumorales de 
récidive après traitement des gliomes, ces dernières étant caractérisées par une prolifération 
vasculaire. 
La tomographie par d’émission de positrons (TEP) utilise des molécules 
radiomarquées pour apporter des informations morphologiques ou métaboliques des gliomes, 
et des GBM en particulier. Ainsi, le [18F]-misonidazole permet d’observer in vivo les zones 
hypoxiques du cerveau. Une étude récente a montré que le volume et l’intensité hypoxiques 
dans les GBM mesurés avant la RT sont fortement corrélés à des temps de progression 
tumorale et de survie plus courts (Spence et al., 2008). Cette technique d’imagerie pourrait 
être utilisée pour des traitements thérapeutiques plus ciblés sur l’hypoxie des GBM et pour 
contrôler les réponses de la tumeur au traitement. 
La scanographie, et plus récemment la tomodensitométrie (TDM), sont d’autres 
techniques d’imagerie apportant elles aussi de précieuses informations pour mieux cibler et 
traiter les tumeurs. 
 
Nous allons, dans la partie suivante, discuter de la spectroscopie de résonance 
magnétique (SRM) comme outil clinique. 
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III.3. SRM 1H des gliomes 
 
III.3.1. Intérêt de la SRM 1H 
 
La SRM, tout comme l’IRM, est une méthode d’analyse in vivo non invasive. Son but 
est d’obtenir l’analyse qualitative et parfois quantitative de différents métabolites présents 
dans un organe tel que le cerveau. 
Les métabolites sont des molécules hydrosolubles organiques de bas poids moléculaire 
(< 1000 uma), présents dans les cellules en tant que précurseurs ou produits des voies de 
biosynthèse par exemple.  
La SRM peut être associée à l’examen IRM classique et apporter des informations 
complémentaires pour diagnostiquer une tumeur ou localiser les zones nécrotiques ou de 
récidive après traitement. 
 
III.3.2.  Principe de la SRM 1H 
 
Nous nous limiterons dans ce paragraphe à l’étude de la SRM 1H. Le 1H est le seul 
noyau actuellement étudié en clinique. Son abondance naturelle, sa grande sensibilité 
magnétique et sa présence ubiquitaire dans les métabolites font que ces molécules sont 
détectables avec des temps d’expérience relativement courts. 
Le développement récent des appareils à haut champ (> 1 T) a permis l’émergence de 
la SRM en tant qu’outil intéressant en clinique (Soares & Law, 2009). 
Les séquences adaptées pour la SRM sont utilisables sur les appareils IRM actuels. Le 
recours à des appareils avec des champs magnétiques de plus en plus élevés fait que les temps 
d’analyse diminuent (moins de 10 min), ce qui constitue un confort non négligeable pour le 
patient. 
 Les métabolites cellulaires les plus abondants étant en solution dans l’eau à une 
concentration de l’ordre du millimolaire, il est nécessaire de réaliser une saturation du signal 
de l’eau pendant l’acquisition du signal. 
 La taille des voxels (contraction de volumetric pixel : unité de volume en imagerie) 
utilisés en SRM est de l’ordre du millimètre cube. L’acquisition du signal de SRM se fait 
selon deux types de techniques : 
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• la SVS (Single Voxel Spectroscopy) qui permet l’enregistrement d’un seul 
voxel (monovoxel) ; 
• la technique multivoxel ou CSI (Chemical Shift Imaging) qui permet 
l’acquisition de plusieurs voxels couvrant un large volume d’intérêt (VOI). 
Dans ce cas, on parle d’imagerie spectroscopique par résonance magnétique 
(ISRM). 
 
L’ISRM est la méthode la plus couramment utilisée. On parle de CSI bidimensionnelle 
(2D) si elle utilise une trentaine de voxels mais sur une seule coupe. Il s’agit de CSI 
tridimensionnelle (3D) si elle couvre une centaine de voxels sur plusieurs coupes 
transversales (Fig. 17).  
 
 
 
Figure 17. Images CSI 3D d’un gliome. (1) représente quatre coupes de séquences IRM 
FLAIR sur lesquelles est représenté le quadrillage des voxels de CSI ; (2) représente une 
coupe de CSI avec les voxels correspondants ; (3) représente 3 voxels sélectionnés dans 
une coupe de CSI (Laprie, 2009). 
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III.3.3. Métabolites cérébraux détectés par SRM 1H 
 
Le nombre de molécules (métabolites) détectables en SRM dans le cerveau est limité. 
Il dépend, entre autres, du TE appliqué pendant la séquence.  
En théorie, il serait tout à fait possible de réaliser une quantification absolue des 
métabolites, en utilisant un standard externe de concentration connue. Cela paraît très 
séduisant, mais difficilement applicable.  
En pratique, les cliniciens ont plutôt recours à des ratios d’aires de pics, aires mesurées 
par intégration des signaux. Une résolution des pics et un rapport signal/bruit (S/B) optimaux 
sont indispensables pour pouvoir exploiter convenablement un spectre SRM. 
Les principaux signaux observés sur un spectre SRM 1H du cerveau sont ceux du N-
acétylaspartate (NAA), des composés à choline [tCho : choline (Cho) + phosphorylcholine 
(PCho) + glycérophosphorylcholine (GPCho)], des composés à créatine [tCr : créatine (Cr) + 
phosphocréatine (PCr)], du myo-inositol (mI), de l’ensemble Glx [glutamate (Glu) + 
glutamine (Gln) + gamma-aminobutyrate (GABA)] et, dans certaines conditions 
pathologiques, du lactate (Lac) et des lipides libres (Lip). Les lipides ne sont pas à proprement 
parler des métabolites. 
Les signaux sont généralement des singulets, sauf pour le lactate qui donne un 
doublet. Les lipides forment des signaux larges entre 0,80 et 1,50 ppm.  
La figure 18 représente le spectre SRM 1H de cerveau d’un volontaire sain (Sibtain et 
al., 2007). 
  
 
Figure 18. Spectre SRM 1H d’un voxel de cerveau humain sain (Sibtain et al., 2007). 
Chapitre I : Introduction
 
 76
Le tableau 3 indique les métabolites et les lipides observés en SRM 1H, leur 
déplacement chimique respectif et la signification de la présence de ces composés d’après les 
cliniciens (Galanaud et al., 2007; Soares & Law, 2009). 
 
Tableau 3. Métabolites observés en SRM 1H cérébrale. 
Métabolite(s) 
Déplacement(s) 
chimique(s) (ppm)
Interprétation clinique 
Lipides libres (Lip) 
0,80 - 1,50 
(multiplets) 
Traduisent une nécrose cellulaire (tumeur de haut 
grade, ischémie) 
Lactate (Lac) 1,33 (doublet) 
Augmente en cas d’activation du métabolisme 
anaérobie (hypoxie, ischémie…) 
N-acétylaspartate (NAA) 2,02 (singulet) 
Uniquement présent dans les neurones ; marqueur 
de la densité et de la viabilité neuronales ; 
diminue en cas de souffrance et de mort 
neuronales 
Glu/Gln/GABA (Glx) 
2,05 - 2,50 
(multiplet) 
Marqueurs du pool des neurotransmetteurs intra-
cellulaires ; intérêt limité car difficile à interpréter 
Composés à choline (tCho) 3,22 (singulet) 
Marqueurs de la prolifération cellulaire ; 
augmentent dans les cellules tumorales 
Composés à créatine (tCr) 
3,02 et 3,94 
(singulets) 
Marqueurs du métabolisme énergétique et donc de 
l’état physiologique global du tissu ; souvent 
utilisés comme pics de référence 
myo-inositol (mI) 3,56 (singulet) 
Composé uniquement présent dans la glie ; 
augmente en cas de prolifération et d’activation 
gliales (gliomes de bas grades) ; diminue en cas 
d’atteinte toxique de la glie 
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III.3.4. Apport de la SRM 1H en clinique et en recherche 
 
Les rapports métaboliques sont fonction des séquences utilisées (TE courts ou longs), 
de la région cérébrale étudiée, de l’homogénéité des tissus étudiés, de l’âge des patients et de 
leur pathologie. Il faut toujours garder à l’esprit que les voxels étudiés en SRM sont la 
moyenne des signaux des métabolites présents dans un volume fixe, aussi hétérogène soit-il. 
 
III.3.4.1. Définition du volume tumoral 
 
Le premier intérêt de la SRM consiste à apporter des informations métaboliques afin 
de délimiter plus précisément le volume tumoral à enlever et à irradier. D’une manière 
générale, le profil métabolique des tumeurs cérébrales s’accompagne d’une augmentation de 
tCho, du Lac et des Lip et d’une diminution du NAA et de tCr (Soares & Law, 2009). 
McKnight et ses collaborateurs (McKnight et al., 2002) ont montré qu’il est possible d’utiliser 
de manière fiable l’indice tCho/NAA (CNI) afin de différencier le tissu sain du tissu tumoral. 
   
III.3.4.2. Prévision des sites de récidive  
 
La SRM peut permettre de différencier la radio-nécrose de la rechute dans le suivi des 
traitements de tumeurs cérébrales, ce qui est très difficile par les méthodes classiques 
d’imagerie (Laprie, 2009). Une radio-nécrose se traduit par une augmentation des lipides 
libres alors que les régions de rechute présentent une élévation du taux de tCho (Galanaud et 
al., 2007). 
Park et ses collaborateurs (Park et al., 2007) ont montré que les sites de rechute 
tumorale se situent, dans 89% des cas, dans des zones qui présentent des anomalies 
métaboliques avant l’irradiation (tCho élevé). Ce résultat a été confirmé par Laprie (Laprie, 
2009) dans des GBM. 
La SRM peut donc cibler précisément les zones à fort potentiel de récidive. Les 
radiothérapeutes peuvent ainsi proposer une escalade de doses d’irradiation (jusqu’à 90 Gy) 
focalisée sur des volumes cibles très limités.  
Un essai clinique combinant la SRM, pour évaluer les zones de forte activité 
métabolique, et la RT, à des doses supérieures à la dose standard de 60 Gy, va commencer en 
France sur des malades atteints de GBM (Laprie, 2009). 
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III.3.4.3. Gradation des tumeurs cérébrales 
 
En complément des analyses histologiques, la SRM est de plus en plus utilisée pour 
grader précisément les tumeurs cérébrales, notamment les astrocytomes. Par ailleurs, l’étude 
SRM préalable au prélèvement de la biopsie peut être utile pour cibler la zone tumorale la 
plus proliférative et donc améliorer la gradation de la tumeur (Cha, 2009). 
 L’aire du pic de tCho augmente graduellement de l’astrocytome de bas grade vers 
l’astrocytome de grade III, mais diminue dans les GBM. Cela peut s’expliquer par la 
diminution du signal liée à l’augmentation de la nécrose. Les rapports tCho/NAA et tCho/Cr 
sont proposés afin de grader les tumeurs. Il est ainsi possible de différencier de manière 
significative les tumeurs de bas grade de celles de haut grade (Soares & Law, 2009). 
L’augmentation des Lip et du Lac ainsi que la diminution du mI sont corrélées au grade 
tumoral (Soares & Law, 2009).  
Malgré toutes ces données métaboliques, des recouvrements entre les grades sont 
fréquents et il n’est pas possible à l’heure actuelle de grader avec certitude une tumeur 
cérébrale uniquement par SRM 1H (Galanaud et al., 2007).  
Nous pouvons toutefois citer la constitution récente d’une base de données européenne 
qui a pour but d’établir les profils métaboliques de tumeurs cérébrales : INTERPRET 
(International Network for Pattern Recognition of Tumours). Une banque de spectres 
SRM 1H de tumeurs cérébrales est ainsi disponible en ligne 
(http://azizu.uab.es/INTERPRET/index.html), avec toutes les informations cliniques en 
rapport avec chaque tumeur. Les cliniciens peuvent faire appel à cette banque afin de 
diagnostiquer le plus précisément possible les tumeurs observées par SRM (Sibtain et al., 
2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Chapitre I : Introduction
 
 79
III.3.4.4. SRM et recherche  
 
La SRM reste un outil analytique de recherche très intéressant pour l’analyse 
métabolique de tissus du fait de son caractère non-invasif et de sa relative facilité 
d’utilisation. Des chercheurs ont récemment montré qu’il est possible d’établir des profils 
métaboliques de xénogreffes de GBM à différents stades d’évolution. Deux xénogreffes ont 
été étudiées. La première présente des caractéristiques de cellules souches cancéreuses de 
glioblastomes (stade précoce de formation des GBM). L’autre a les caractéristiques d’un 
GBM plus avancé (fortes angiogenèse et nécrose). Le premier phénotype présente des signaux 
plus importants de tCho, taurine (Tau) et Lac (Thorsen et al., 2008).  
L’augmentation de tCho pourrait être une marque de niches de cellules souches 
cancéreuses dans les GBM. Les zones de récidive tumorale correspondraient alors à la 
présence de ces cellules connues pour être fortement chimio- et radio-résistantes.  
 
III.3.4.5. Perspectives de la SRM des tumeurs cérébrales 
 
 Les avancées technologiques devraient permettre dans un avenir proche l’utilisation 
d’appareils à très haut champ. Actuellement, les services de radiothérapie sont principalement 
équipés d’appareil IRM de 1,5 T. Un appareil IRM de 11,5 T sera livré en 2011 au CEA de 
Saclay à des fins expérimentales. 
De nombreux réglages et problèmes techniques sont à surmonter avant l’utilisation 
courante de tels appareils par les cliniciens. La résolution et la qualité des images seront 
accrues, tandis que les temps d’analyses seront diminués, ce qui devrait élargir les possibilités 
de l’IRM et de la SRM en particulier. D’autres noyaux pourront alors être étudiés en SRM 
clinique, tels que le 31P ou le 13C. 
La SRM doit s’inscrire dans le cadre d’analyses multivariées visant à caractériser les 
tumeurs et, en particulier les GBM, au niveau génomique, transcriptomique, protéomique et 
métabolomique/lipidomique. La constitution de bases de données spectrales, telles 
qu’INTERPRET, s’inscrit dans cette démarche et semble prometteuse.  
La SRM 1H des gliomes peut être complétée pour des études cliniques ou 
fondamentales par l’analyse métabolomique par RMN 1H de biopsies ou de lignées cellulaires 
de glioblastomes. Nous allons dans la partie suivante montrer les avantages et les limites de 
cette nouvelle approche analytique.  
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III.4. RMN métabolomique et gliomes 
 
III.4.1. Définition de la métabolomique 
 
Depuis le séquençage du génome humain réalisé en 2001 (Venter et al., 2001), les 
chercheurs s’intéressent aux fonctions des produits des gènes. Ainsi, de nouvelles stratégies 
analytiques ont vu le jour. La transcriptomique s’intéresse aux produits de transcription des 
gènes, les ARN, alors que la protéomique se consacre à l’étude de l’expression et de la 
régulation des protéines. Parmi les sciences « -omiques », la métabolomique est la plus 
récente (Oresic, 2009). 
Le suffixe « -omique » peut se traduire comme l’analyse et le criblage d’un grand 
nombre d’échantillons de manière automatisée. 
La métabolomique consiste en l’analyse qualitative, quantitative et globale des 
métabolites (métabolome) d’un système biologique (cellules, tissus, biofluides, organes ou 
organismes) dans un état physiologique donné. 
Rappelons que les métabolites sont des petites molécules impliquées dans les voies 
anaboliques et cataboliques des cellules notamment. Leur poids moléculaire est inférieur à 
1 000 uma. Les métabolites, composés hydrosolubles, sont représentés par les acides aminés, 
les acides organiques, les glucides et de petits peptides. 
La métabolomique est un outil analytique qui reflète le phénotype d’un système donné 
à un instant t et est parfaitement complémentaire des autres approches « -omiques » citées 
préalablement. Le système biologique peut être naïvement considéré comme une arborescence 
dans laquelle tous les « -omes » (génome, transcriptome, protéome et métabolome/lipidome) 
sont interconnectés et sont dépendants les uns des autres (Fig. 19). 
La métabolomique est notamment sensible à toute modification du système 
biologique, qu’elle soit le résultat d’un changement interne (mutations, cancérisation), ou de 
stimuli extérieurs (xénobiotiques par exemple). Nicholson a introduit le terme de 
« métabonomique » qui consiste en l’étude des variations quantitatives de métabolites induites 
par tout type de modifications (internes) et/ou de perturbations (externes) (Nicholson et al., 
1999). Nous utiliserons uniquement le terme de métabolomique dans ce manuscrit. 
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La métabolomique est parfaitement adaptée aux études pré-cliniques et cliniques de 
diverses pathologies (cancers, diabète, maladies dyslipidiques...) puisqu’elle est reproductible 
et peu coûteuse par échantillon, à condition d’avoir à disposition des appareils de RMN ou de 
spectrométrie de masse (Griffin & Shockcor, 2004). 
 
 
Figure 19. Organisation biologique des «-omes » (Griffin & Shockcor, 2004). 
 
III.4.2. MS et RMN métabolomique 
 
Les progrès technologiques réalisés ces dernières décennies en RMN et en 
spectrométrie de masse (Mass Spectrometry, MS) ont rendu ces deux techniques parfaitement 
adaptées pour la métabolomique, et complémentaires. D’autres outils analytiques tels que la 
FT-IR ou la spectroscopie Raman peuvent être utilisés mais dans une moindre mesure (Ellis et 
al., 2007). Nous parlerons brièvement de la MS métabolomique dans un premier temps. 
 
III.4.4.1. MS métabolomique 
 
Cette technique est généralement utilisée en tandem (MSn), couplée à des techniques 
chromatographiques liquides ou gazeuses (LC ou GC), afin de faciliter la détection des 
métabolites dans des extraits tissulaires et/ou cellulaires ou dans des biofluides. La LC/MS est 
la méthode la plus sensible puisqu’elle permet de détecter et de quantifier des métabolites de 
l’ordre du picogramme (Spratlin et al., 2009). Bien que le nombre de métabolites chez 
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l’homme ne soit pas connu avec certitude, il y a actuellement 6500 métabolites référencés et 
détectés par MS (Carraro et al., 2009). Elle reste la technique la plus prisée pour la 
métabolomique ainsi que pour la lipidomique, comme nous le verrons plus loin (Griffin & 
Kauppinen, 2007). Les progrès technologiques de la MS et de la chromatographie sont 
permanents et promettent un bel avenir pour le développement de la métabolomique 
(Madalinski et al., 2008; Werner et al., 2008). 
 
III.4.4.2. RMN métabolomique liquide et HR-MAS 
 
La RMN métabolomique, ou plutôt la métabolomique par RMN, est principalement 
celle du 1H, puisque ce noyau est présent dans toutes les molécules organiques, que son 
abondance naturelle est très élevée (99,99%) et qu’il est le plus sensible des noyaux naturels 
détectables par RMN (Ellis et al., 2007). Nous verrons par la suite que des noyaux tels que le 
31P ou le 13C peuvent être utilisés dans une moindre mesure en RMN métabolomique. 
La RMN métabolomique est apparue grâce aux avancées techniques des trois 
dernières décennies, telles que les spectromètres à haut champ et les sondes cryogéniques 
notamment. Ces avancées ont considérablement amélioré la sensibilité, la résolution et les 
temps d’analyses de mélanges bruts riches en métabolites. Il est ainsi possible actuellement 
d’identifier et de quantifier des métabolites de l’ordre du micromolaire (Fan & Lane, 2008).  
La RMN métabolomique présente l’avantage d’être non destructive, reproductible, 
facilement quantifiable et ne nécessite pas de séparation chromatographique en amont. Les 
différentes séquences RMN 1D et 2D (COSY, J-res, HMBC, HSQC…) permettent par 
ailleurs la détermination de la structure des métabolites observés et d’attribuer un grand 
nombre de signaux des spectres (Wishart, 2008).  
 La RMN métabolomique est bien adaptée pour l’étude quasi-directe de biofluides tels 
que l’urine, le plasma ou le liquide céphalo-rachidien, ou d’extraits cellulaires et/ou tissulaires 
(Griffin & Kauppinen, 2007). L’analyse d’extraits nécessite cependant d’avantage d’étapes et 
est un peu plus complexe que l’analyse de biofluides. La figure 20 représente le spectre RMN 
1H d’un extrait hydrosoluble d’oligodendrogliome réalisé dans de l’acide perchlorique au 
laboratoire.  
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Figure 20. Spectre RMN 1H (région aliphatique) d’un extrait hydrosoluble 
d’oligodendrogliome réalisé dans l’acide perchlorique. 1, valine, leucine, isoleucine ; 2, 
lactate ; 3, glutamate ; 4, glutamine ; 5, acétate ; 6, NAA ; 7, méthionine ; 8, succinate ; 9, 
créatine ; 10, taurine ; 11, choline ; 12, phosphorylcholine ; 13, glycérophosphorylcholine ; 
14, myo-inositol ; 15, bétaine ; 16, scyllo-inositol. 
 
La RMN métabolomique est le plus souvent de la RMN liquide. Mais, depuis une 
dizaine d’années, la technique RMN HR-MAS (High Resolution-Magic Angle Spinning), 
dérivée de la RMN du solide, permet d’étudier des tissus bruts directement placés dans 
l’aimant à l’angle « magique » de 54,7° (Lindon et al., 2009). Cette technique est 
particulièrement prisée pour étudier directement des biopsies de tumeurs. Il est alors question 
de RMN 1H ex vivo, parfaitement complémentaire de la SRM 1H in vivo décrite dans le 
paragraphe précédent.  
Contrairement à la RMN liquide, la RMN HR-MAS conserve théoriquement intact le 
tissu analysé. Ce dernier peut être réutilisé après analyse RMN pour des analyses 
histopathologiques (Griffin & Kauppinen, 2007). Cependant, une étude comparative entre la 
RMN liquide et la RMN HR-MAS réalisée au laboratoire montre que cela n’est pas toujours 
vrai, et que le choix entre la RMN liquide ou HR-MAS n’est pas aussi tranché (Desmoulin et 
al., 2008).  
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III.4.3. Standardisation des analyses et méthodologie 
 
La standardisation de l’analyse des échantillons en RMN métabolomique est le 
fondement de cette stratégie analytique. La récolte (extraction ou non) des échantillons, la 
conservation de ces derniers, leur analyse RMN (choix de la séquence, température, pH...) et 
enfin l’analyse des données des spectres doivent être rigoureusement identiques d’un 
échantillon à l’autre. Une méthodologie robuste et rigoureuse doit être adoptée en préalable de 
toute analyse métabolomique par RMN (Aranibar et al., 2006; Ebbels & Cavill, 2009; Issaq et 
al., 2009). 
Les étapes clés de la RMN métabolomique ont été largement décrites dans différentes 
revues des chercheurs de l’Imperial College à Londres (Nicholson & Wilson, 2003; Lindon & 
Nicholson, 2008).  
 
III.4.4. Les différentes stratégies de la RMN métabolomique 
 
 Différentes stratégies peuvent être adoptées en RMN métabolomique. Il est possible de 
considérer : l’analyse ciblée d’un nombre restreint de métabolites (metabolic target analysis 
ou metabolic targeting) ; l’analyse de métabolites d’une même classe ou d’une même voie 
biologique (metabolic profiling) et l’analyse globale de tous les métabolites, qu’ils soient 
identifiés ou non (metabolite fingerprinting) (Ellis et al., 2007). 
 
III.4.4.1. Metabolic targeting 
 
Le metabolic targeting est l’analyse qualitative et quantitative de métabolites connus 
(Ellis et al., 2007). Cette métabolomique « classique » est réalisée depuis près de vingt ans 
(Wishart, 2008). Elle consiste à intégrer l’aire des pics de métabolites ciblés et de les 
quantifier à l’aide d’un standard interne. Généralement, le 3-triméthylsilylpropionate-2,3,3,3-
d4 de sodium (TSP) est utilisé comme référence pour calibrer le spectre en déplacement 
chimique (δTSP = 0 ppm) et pour quantifier les métabolites des extraits hydrosolubles.  
Elle a largement été utilisée dans l’étude RMN 1H in vitro de biopsies de tumeurs 
cérébrales préalablement diagnostiquées et observées par SRM 1H in vivo (Usenius et al., 
1994; Podo, 1999). La RMN étant beaucoup plus sensible et plus résolutive que la SRM, il 
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devient alors attractif de chercher à quantifier les métabolites contenus dans les biopsies et de 
pouvoir distinguer les différents composés à choline notamment (Sabatier et al., 1999).  
Cette approche est toujours utilisée et est la seule à être vraiment quantitative 
(Wishart, 2008). 
 
III.4.4.2. Metabolic profiling 
 
Le metabolic profiling consiste à identifier et quantifier un nombre restreint de 
métabolites appartenant à une même voie métabolique.  
Les chercheurs ont généralement recours à des produits marqués avec des isotopes tels 
que le 13C, le 15N ou le 2H. Ces noyaux étant très faiblement abondants à l’état naturel, la 
détection et la quantification par RMN des métabolites marqués sont hautement spécifiques et 
sélectifs. 
Cette approche est utilisée pour l’étude de voies ou de réseaux biologiques tels que la 
glycolyse (Troufflard et al., 2007) ou les voies métaboliques énergétiques et des 
phospholipides notamment (Glunde et al., 2006c; Spratlin et al., 2009).  
Lorsque ces flux métaboliques sont étudiés in silico, il est alors question de 
fluxomique (Fan & Lane, 2008). La fluxomique est elle-même une stratégie analytique à part 
entière en pleine expansion. 
 
III.4.4.3. Metabolic fingerprinting 
 
Le metabolic fingerprinting est à proprement parler LA métabolomique moderne (Ellis 
et al., 2007). Elle étudie de manière non ciblée, contrairement au metabolic targeting, un 
ensemble de spectres qui sont convertis en matrice de données, après découpage des spectres 
en « tranches » (buckets) de largeurs variables, à l’aide de logiciels dédiés au traitement de 
spectres (Fig. 21).  
La largeur et le nombre des buckets dépendent de l’utilisateur. Ce dernier cherche à 
découper les spectres de telle sorte qu’un bucket corresponde à un signal, donc à un 
métabolite si son signal est bien résolu. Par ailleurs, il peut éliminer les buckets inutiles du 
spectre (bruit de fond, signal de l’eau, contamination...). Il est alors question d’intelligent 
bucketing. 
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Figure 21. Illustration du bucketing d’un ensemble de spectres dans la zone spectrale des 
composés à choline et de la taurine (3,25-3,05 ppm). 
 
La taille des buckets est stricto sensu la même sur l’ensemble des spectres étudiés. Les 
spectres RMN sont alors considérés comme une source de données générant une matrice de 
variables de différentes intensités (généralement normalisées) en fonction de chaque individu 
(spectre). L’alignement précis des spectres est une condition indispensable pour l’obtention 
d’une bonne matrice de données.  
Le but d’une telle démarche est de classer des groupes d’individus (différents types 
cellulaires, systèmes biologiques pathologiques versus sains...) suivant leur profil métabolique 
global. Il n’est pas nécessaire en métabolomique metabolic fingerprinting d’avoir identifié 
tous les signaux au préalable. 
Une fois cette matrice de données obtenue, il n’est plus question de RMN. La 
métabolomique fait appel à des logiciels de chimiométrie qui analysent la matrice de données. 
Par différentes analyses statistiques multivariées, ces logiciels permettent à la fois d’obtenir 
une représentation visuelle des différents groupes séparés (clusters) et de faire ressortir la ou 
les variable(s) responsables de cette/ces séparation(s), ou celles qui sont à l’origine des 
différents groupes.  
La significativité de ces variables peut être validée par des outils de statistiques 
univariées tels que le test de Student ou l’ANOVA (ANalysis Of Variance) (Spratlin et al., 
2009).  
 
Les outils de statistiques multivariées peuvent être de deux natures : non supervisés ou 
supervisés (Carraro et al., 2009). Nous allons détailler chacune de ces approches. 
 
PCho 
TauCho
GPCho 
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III.4.4.3.1. Analyses multivariées non supervisées 
 
L’analyse en composantes principales (ACP) est la plus utilisée des analyses 
multivariées non supervisées (Lindon & Nicholson, 2008). Elle repose sur l’analyse sans 
a priori des variables à forte variance, permettant de séparer des groupes d’individus dans un 
espace réduit à deux ou trois composantes. L’ACP est donc une méthode statistique 
descriptive permettant de représenter un grand nombre de données de façon synthétique, en 
mettant en avant celles qui sont les plus représentatives de la matrice initiale. Les variables 
qui contribuent à la séparation des groupes ne sont pas systématiquement discriminantes en 
ACP : leur grande variance peut être due à une grande variabilité du métabolite au sein même 
d’un groupe. 
D’autres analyses multivariées non supervisées sont utilisées mais dans une moindre 
mesure, telles que la clusterisation hiérarchique ou la non-linear mapping (Lindon & 
Nicholson, 2008).  
 
III.4.4.3.2. Analyses multivariées supervisées 
 
La méthode statistique multivariée supervisée la plus courante demeure la PLS 
(Partial Least Squares) (Lindon & Nicholson, 2008). Cette méthode prend en compte 
l’appartenance des individus Y à un groupe prédéfini (malade versus sain, par exemple). Une 
analyse discriminante est souvent réalisée après la PLS ; il s’agit de la PLS-DA (Partial Least 
Squares-Discriminant Analysis). Le but de la PLS-DA est de décrire de manière optimale 
l’appartenance des groupes prédéfinis d’individus Y à partir de variables prédictives X 
(matrice de données initiale). Cette méthode permet donc de mettre en évidence les variables 
discriminantes entre les groupes, contrairement à l’ACP. Une méthode de filtrage des données 
par OSC (Orthogonal Signal Correction) peut être réalisée afin d’éliminer les variables X qui 
ne sont pas corrélées aux variables Y, facilitant ainsi l’interprétation et la visualisation des 
résultats. Il est alors question d’O-PLS-DA. La PLS-DA, tout comme l’O-PLS-DA, crée à 
partir des variables X un modèle prédictif d’appartenance (ou non) des individus Y au groupe 
prédéfini. Ces méthodes sont validées par deux critères : R2Y et Q2. Pour que le modèle soit 
considéré comme prédictif et les résultats de séparation(s) comme significatifs, ces deux 
valeurs doivent être le plus proche possible de la valeur 1. 
Une liste plus exhaustive d’outils statistiques dédiés, entre autres, à la métabolomique 
a été décrite dans plusieurs revues récentes (Ebbels & Cavill, 2009; Niemela et al., 2009). 
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III.4.4.3.3. Constitution de bases de données 
 
L’analyse métabolomique par RMN nécessite de constituer des bases de données 
disponibles pour tous les chercheurs. Le but est de faciliter l’identification de tous les signaux, 
en ayant à disposition la structure et le spectre des métabolites référencés. Chaque laboratoire 
constitue en parallèle sa propre base de données en fonction de la méthodologie de travail 
utilisée. 
Quelques exemples de bases de données RMN disponibles en ligne sont cités ci-
dessous : 
• Human Metabolome Database (www.hmdb.ca) 
• The Magnetic Resonance Metabolomics Database (www.liu.se/hu/mdl/main) 
• Human Metabolome Project (www.metabolomics.ca) 
• Biological Magnetic Resonance Data Bank (www.bmrb.wisc.edu) 
 
Une liste plus exhaustive est présentée par Issaq et ses collaborateurs (Issaq et al., 
2009). En ce qui concerne les voies métaboliques, celles-ci sont très bien décrites sur des sites 
internet tels que KEGG (www.genome.jp) ou Reactome (www.reactome.org) par exemple 
(Issaq et al., 2009).  
 
III.4.5. RMN métabolomique pour l’étude des gliomes 
 
La RMN métabolomique classique (metabolic targeting) pour l’étude des gliomes a 
commencé au début des années 90 avec l’apparition des appareils RMN à moyen ou haut 
champ (300-500 MHz). L’idée de départ était d’observer et de quantifier les métabolites qui 
n’étaient pas observables ou mal résolus en SRM 1H.  
Cette approche reste toujours d’actualité et la RMN métabolomique est un outil de 
choix pour l’étude des profils métaboliques des gliomes. La RMN métabolomique globale 
(metabolic fingerprinting) tend cependant à se substituer à la RMN métabolomique classique.  
Plusieurs équipes montrent dans les années 90 qu’il est possible, sur des extraits de 
biopsies, de distinguer les tissus sains des tumeurs cérébrales en mesurant la concentration de 
certains métabolites tels que la créatine (Cr), la glutamine (Gln), l’alaline (Ala) ou le myo-
Inositol (mI) (Gill et al., 1990; Peeling & Sutherland, 1992; Maxwell et al., 1998).  
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Usenius et ses collègues montrent en 1994, sur des extraits de gliomes, que le signal 
de la phosphorylcholine (PCho) peut être utilisé pour la gradation des astrocytomes. Plusieurs 
études ont par la suite confirmé l’intérêt d’étudier les profils métaboliques des tumeurs et 
notamment les composés à choline, afin de grader ces dernières (Sabatier et al., 1999; Roda et 
al., 2000; Lehnhardt et al., 2005; Likavcanova et al., 2005; Sabatier et al., 2005). L’analyse 
du profil métabolique peut ainsi être un outil complémentaire de l’analyse histopathologique. 
 
Le groupe de RMN Biomédicale travaille depuis plusieurs années sur l’étude du 
métabolisme par RMN des gliomes. Ainsi, Sabatier et ses collègues montrent en 1999 que les 
composés à choline sont des métabolites discriminant les gliomes de bas grade de ceux de 
haut grade. Même si la concentration des composés à choline est légèrement plus élevée dans 
les gliomes de haut grade, c’est en fait leur proportion qui permet la gradation. Dans les 
gliomes de bas grade, la GPCho est majoritaire, alors que c’est la PCho qui prédomine dans 
les gliomes de haut grade (Sabatier et al., 1999; Sabatier et al., 2005). 
Lehnhardt et ses collègues (Lehnhardt et al., 2005) confirment par la suite l’intérêt 
d’étudier le profil métabolique des tumeurs cérébrales, en particulier les signaux des 
composés à choline, pour évaluer la progression tumorale, parfois mal visible en imagerie 
conventionnelle (IRM et SRM). 
Cheng et ses collègues (Cheng et al., 2000) ont montré, par RMN 1H HR-MAS, que 
sur des biopsies d’un même GBM prélevées à différents endroits de la tumeur, le ratio 
PCho/Cho était un bon indice de malignité tumorale. Par ailleurs, ils observent que le Lac et 
les Lip sont corrélés au degré de nécrose tumorale, déterminé histopathologiquement après 
l’analyse RMN. 
Des études métabolomiques classiques sur les gliomes continuent à être réalisées afin 
de mieux caractériser le profil métabolique de ces tumeurs (Tan et al., 2008). 
Depuis une dizaine d’années, des analyses métabolomiques globales (metabolic 
fingerprinting) ont été entreprises par différents laboratoires. En 1998, Maxwell et ses 
collaborateurs montrent qu’il est possible par ACP de distinguer significativement les 
méningiomes des autres tumeurs à partir d’extraits de biopsies (Maxwell et al., 1998). Le 
modèle est en revanche moins fiable pour grader les gliomes. 
En 2008, Erb et ses collègues proposent une étude fiable et robuste afin de grader les 
oligodendrogliomes (Erb et al., 2008). Ils montrent qu’il est possible par RMN 1H HR-MAS 
de différencier avec précision les oligodendrogliomes des GBM par PLS-DA. Une gradation a 
ainsi été établie entre les oligodendrogliomes de bas grade, de grade intermédiaire, de haut 
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grade et les GBM. Cette gradation est corrélée à l’augmentation de l’hypoxie tumorale. 
Métaboliquement, les concentrations des composés comme le Lac, les composés à choline, ou 
les acides aminés (valine, leucine, iso-leucine) augmentent alors que celles de Cr, Tau ou mI 
diminuent en fonction du grade tumoral.  
Une étude couplant la métabolomique par RMN 1H HR-MAS et la transcriptomique 
sur des biopsies d’astrocytomes de bas ou haut grade a été réalisée en 2009 par Righi et ses 
collaborateurs (Righi et al., 2009). Les résultats sont cohérents avec ceux obtenus par leurs 
prédécesseurs.  
 
III.4.6. Devenir de la (RMN) métabolomique 
 
La métabolomique classique et la métabolomique globale sont deux méthodes 
parfaitement compatibles. Même si la deuxième approche tend à remplacer la première en 
terme de publications, la métabolomique classique reste intéressante. En effet, elle est 
beaucoup moins sophistiquée et ne nécessite aucun logiciel spécifique pour étudier les 
métabolites d’intérêt. La métabolomique globale permet plutôt de découvrir des métabolites 
discriminants, non considérés par une approche classique. 
La métabolomique en général (RMN, MS) semble fortement liée à l’oncologie pour 
quelques décennies. L’étude des profils métaboliques des cancers, et notamment des GBM, 
est indispensable. Cette technique nouvelle est parfaitement complémentaire des autres 
approches «-omiques » et parfaitement adaptée aux études pré-cliniques et cliniques.  
La métabolomique souffre encore du manque de reconnaissance des chercheurs et 
surtout des cliniciens. En tant que métabolomistes, nous espérons que la métabolomique 
puisse apporter des informations sur des marqueurs de précocité ou d’agressivité tumorale, de 
réponse à un traitement et/ou de pronostic. L’objectif est de pouvoir mieux diagnostiquer et 
traiter les tumeurs de chaque malade. La métabolomique à son rôle à jouer dans la lutte contre 
le cancer (Erb et al., 2008; Spratlin et al., 2009). 
 
Comparée à la métabolomique par MS, la métabolomique par RMN est handicapée 
par sa faible sensibilité. Par ailleurs, les appareils RMN restent très chers et demandent une 
maintenance régulière et coûteuse. Néanmoins, les avancées technologiques réalisées ces 
dernières décennies ont été considérables.  
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La mise en place de spectromètres à très haut champ, tel que le premier appareil 
RMN 1 GHz au Centre européen de Résonance Magnétique Nucléaire (CRMN) à Lyon laisse 
augurer de développements importants en RMN métabolomique. Par ailleurs, l’utilisation de 
microcapillaires (60 µL) devrait permettre de détecter des quantités plus faibles de 
métabolites.  
Actuellement, il est possible de détecter et de quantifier une trentaine de métabolites 
dans du sérum ou du plasma, une vingtaine dans un extrait tissulaire et entre 30 et 100 dans 
l’urine (Griffin, 2006). Toutefois, Wishart (Wishart, 2008) considère qu’il sera difficile 
d’identifier et de quantifier plus de 150 métabolites sur un spectre RMN. La solution pourrait 
résider dans la simplification du mélange métabolique en couplant la RMN à des techniques 
chromatographiques (LC ou GC) et à la MS. De telles installations sont cependant encore très 
coûteuses et ne sont pas prêtes d’être utilisées en routine dans des laboratoires de recherche.  
Le développement récent de nouveaux outils statistiques tels que la STOCSY 
(Statistical TOtal Correlation SpectrosocopY) peut permettre une meilleure interprétation 
spectrale. En effet, cette méthode, qui requiert un logiciel dédié, révèle les corrélations et les 
anti-corrélations des signaux du spectre. Ainsi, il est possible d’identifier les signaux d’un 
même métabolite sur tout le spectre, mais aussi d’identifier la variation des métabolites qui 
corrèlent (ou non) entre eux (Cloarec et al., 2005). 
Pour conclure, la RMN métabolomique devrait continuer à progresser, mais son 
utilisation sera moins large que celle de la métabolomique par MS. Cette dernière s’est 
considérablement généralisée ces dernières années car elle offre une gamme de métabolites 
détectables et quantifiables beaucoup plus vaste. Par ailleurs, elle est parfaitement adaptée 
pour l’étude des lipides, autrement dit la lipidomique. Un appareil LC-MS conventionnel tel 
qu’un triple quadripôle permet ainsi d’explorer à la fois le métabolome et le lipidome de 
n’importe quel système biologique. 
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IV. Lipides et cancer 
 
IV.1. Lipidomique et cancer 
 
IV.1.1. Lipidomique et différentes classes de lipides 
 
IV.1.1.1. Définition de la lipidomique et instrumentation 
 
Parmi les études «-omiques », la lipidomique est, avec la métabolomique, la plus 
récente des études globales (Wenk, 2005). Elle est définie comme l’analyse qualitative, 
quantitative et globale de toutes les espèces lipidiques d’un système biologique donné 
(Griffiths & Wang, 2009). Cette approche est complémentaire de la métabolomique dans 
l’étude globale des systèmes biologiques. 
 Les lipides sont définis chimiquement comme des composés organiques hydrophobes 
et ayant, dans la plupart des cas, une grande affinité pour les solvants organiques tels que le 
chloroforme (CHCl3) (Fahy et al., 2005). Il est fréquent d’étudier des extraits lipidiques de 
cellules, tissus ou biofluides après une extraction biphasique (voir partie Matériel & 
Méthodes). 
L’avènement de la lipidomique est directement lié au développement et à la 
généralisation de la MS, associée en amont à la chromatographie liquide haute ou ultra 
performance (HPLC ou UPLC) ou à la chromatographie gazeuse (Gas Chromatography, GC) 
(Griffiths & Wang, 2009).  
La RMN 1H et/ou 31P a parfois été utilisée pour des études lipidiques (Lehnhardt et al., 
2001; Bon et al., 2006). La faible spécificité et la mauvaise résolution des spectres font de la 
RMN un outil analytique marginal pour la lipidomique, comparé à la MS (Wenk, 2005). 
En MS, ce sont les rapports masse/charge (m/z) d’ions en phase gazeuse qui sont 
analysées. Les sources d’ionisation sont multiples : APCI (Atmospheric Pressure Chemical 
Ionisation), MALDI (Matrix-Assisted Laser/Desorption Ionisation), EI (electron-ionisation), 
ESI (Electrospray Source Ionisation)...  
Parmi les sources d’ionisation citées, l’ESI est la plus utilisée en lipidomique car elle 
permet de détecter une large gamme de composés en mode d’ions positifs avec ou sans 
adduits cationiques (H+, Na+, K+, Li+...), ou anioniques (Griffiths & Wang, 2009). 
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Les appareils conçus pour la lipidomique opèrent généralement en tandem (MS/MS), 
ce qui offre notamment la possibilité de travailler en mode MRM (Multiple Reaction 
Monitoring). La MRM permet d’étudier spécifiquement les transitions entre des ions 
précurseurs (ions parents) et des ions fils issus de la fragmentation des ions parents (Griffiths 
& Wang, 2009). Il est ainsi possible de détecter et de quantifier un très grand nombre de 
lipides de la même classe avec une grande sensibilité et spécificité. 
Les appareils sont multiples : triple quadripôle, quadripôle-TOF (Q-TOF : 
Quadrupole-Time Of Flight), TOF-TOF, FT-ICR (Fourier Transform-Ion Cyclotron 
Resonance) ou orbitrap (Griffiths & Wang, 2009). Chaque appareil a ses avantages et ses 
inconvénients en termes de prix et de lipides détectables notamment.  
D’une manière générale l’appareillage type en lipidomique est le couplage LC-ESI-
MS/MS (Postle et al., 2007; Griffiths & Wang, 2009). 
 
IV.1.1.2. Classement des lipides et nomenclature 
 
Le nombre de lipides n’est pas connu avec certitude mais il pourrait dépasser les 
centaines de milliers dans les cellules de mammifères (Griffiths & Wang, 2009).  
Etudier le lipidome complet d’un système biologique s’avère présomptueux. C’est 
pourquoi les lipidomistes ont classé les lipides des mammifères en six classes structurellement 
et fonctionnellement différentes (Fahy et al., 2005; Griffiths & Wang, 2009): 
• les acyles gras : acides, esters, amides, alcools, éthers et nitriles gras, 
hydrocarbures...; 
• les glycérolipides : mono-, di-, tri-acylglycérols...; 
• les glycérophospholipides : glycérophosphocholines ou phosphatidylcholines 
(PtdCho), glycérophosphoéthanolamines ou phosphatidyléthanolamines 
(PtdE)...; 
• les sphingolipides : céramides, sphingomyélines...; 
• les lipides stérols : stérols, cholestérol et dérivés, stéroïdes...; 
• les lipides prénols : isoprénoïdes, quinones et hydroxyquinones, polyprénols... 
 
Le tableau 4 illustre les structures des différentes classes de lipides avec des exemples 
pour chacune des catégories, le nom IUPAC (International Union of Pure and Applied 
Chemistry) des molécules et le nom communément utilisé (Fahy et al., 2005). 
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Tableau 4. Les six classes de lipides chez les mammifères, accompagnées d’exemples. 
Catégorie 
de lipides 
Familles Structure chimique (exemple) Nom IUPAC 
Nom 
commun 
Acides gras 
OH
O acide 9Z-
octadécanoïque  
Acide 18:1 Acyles 
gras 
Alcools gras OH dodécanol Alcool 12:0 
Diacylglycérols 
(Diglycérides) 
O
O
OH
HO
O
*
1 2 3 1-hexadécanoyl-2-
(9Z-octadécénoyl)-
sn-glycérol 
DG 16:0/18:1
Glycéro-
lipides 
Triacylglycérols 
(Triglycérides) O
O
HO
O
*
1 2 3
O O
1-hexadécanoyl-2-
(9Z-octadécanoyl)-3-
octadécanoyl-sn-
glycérol 
TG 18:0/16:0/
18:1 
Diacylglycéro-
phosphocholines 
(Phosphatidyl-
cholines) 
O O
HO
O
P
O
O
OH N
*
1 2 3
O 1-hexadécanoyl-2-
(9Z-octadécanoyl)-
sn-glycéro-3-
phosphocholine 
PtdCho 
16:0/18:1 
1-alkyl, 2-
acylglycéro-
phosphocholines 
(Phosphatidyl-
cholines) 
O O
HO
O
P
O
O
OH N
*
1 2 3
1-O-hexadécyl-2-
(9Z-12Z-
hexadécanoyl)-sn-
glycéro-3-
phosphocholine  
PtdCho 
16:0alk/16:1 
Diacylglycéro-
phospho-
éthanolamines 
(Phosphatidyl-
éthanolamines) 
O
O
O
HO
O
P
O
O
OH NH2
*
1 2 3
1-hexadécanoyl-2-
(9Z-hexadécanoyl)-
sn-glycéro-3-
phosphoéthanolamine 
PtdE 
16:0/16:1 
Glycéro-
phospho-
lipides 
Monoacyl-
glycérophospho-
cholines (Lyso-
Phosphatidyl-
cholines) 
O O
HHO
P
O
O
OH N
*
1 2 3
O 1-hexadécanoyl-2-
hydroxy-sn-glycéro-
3-phosphocholine  
L-PtdCho 
16:0 
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Tableau 4. Suite. 
Catégorie 
de lipides Sous-catégorie Structure chimique (exemple) Nom IUPAC 
Nom 
commun 
Sphingosines 
OH
HH2N
*
1
23
4
OHH
*
 
Sphing-4-énine - 
N-acyl-
sphingosines 
(Céramides) 
O
HNH
O
P
O
O
OH N
*
1
234
OHH
* N-(octa-décanoyl)-
sphing-4-énine 
Cer 
16:1/18:0 Sphingo-
lipides 
Céramides 
phosphocholines 
(Sphingo-
myélines) 
O
HNH
O
P
O
O
OH N
*
1
234
OHH
*
N-(hexadécanoyl)-
sphing-4-énine-1-
phospho-choline 
SMe 
d18:1/16:0 
Cholestérol et 
dérivés H
HO
H H
1
53 7
9
11
13
15
17
 
Cholest-5-en-3β--ol 
Cholestérol 
(Chol) 
Esters de 
cholestérol H
O
H H
1
53 7
9
11
13
15
17
O
Dodécanoate de 
cholest-5-en-3β--yl 
Chol-est 
(C12) 
Lipides 
stérols 
C18 stéroïdes 
(estrogènes) et 
dérivés 
OH
H
HO
H H
1
53 7
9
11
13
15
17
 
1,3,5[10]-
estratriène-3,17β-
diol 
β-estradiol 
C15 isoprénoïdes 
OH
135
7
911
 
2E,6E-farnésol - 
C20 isoprénoïdes OH
1
3
5
7
9
11
13 Rétinol Vitamine A 
Lipides 
prénols 
Ubiquinones 
O
H3CO
H3CO
O
H
10  
2-méthyl-3-
décaprényl-5,6-
diméthoxy-1,4-
benzoquinone 
Ubiquinone-
10 (Co-Q10) 
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Tous les lipides possédant un corps glycérol, mis à part certains triglycérides, sont 
chiraux en position sn-2. 
Les glycérophospholipides sont classés en fonction de la tête polaire fixée en position 
sn-3 sur le corps glycérol. Ces têtes polaires peuvent être la choline ou l’éthanolamine par 
exemple, reliées par une liaison phosphodiester, formant ainsi les PtdCho et les PtdE. 
Les sous-groupes sont ensuite nommés par la longueur et le nombre d’insaturations des 
chaînes grasses acylées (dans la majorité des cas) ou alkylées en position sn-1 et/ou sn-2. 
Cette nomenclature par les chaînes grasses, délaissant la nomenclature IUPAC, est aussi 
utilisée pour les glycérolipides et les sphingolipides.  
Lorsque les glycéro(phospho)lipides ne possèdent qu’une chaîne grasse, le préfixe lyso 
est utilisé.  
 
Deux autres catégories de lipides sont à considérer dans la nature : les saccharolipides 
et les polycétides. Ces composés sont spécifiques des bactéries et des plantes 
notamment  (Fahy et al., 2005) ; ils ne seront donc pas décrits dans ce manuscrit.  
Par ailleurs, des associations lipides-protéines existent, formant des lipoprotéines, 
éléments indispensables dans la formation de micelles tels que les HDL (High Density 
Lipoproteins). Nous prenons le parti de classer ces composés dans les protéines et ils ne 
seront donc pas détaillés dans ce manuscrit. 
 
IV.1.1.3. Consortium et bases de données lipidiques 
 
Un consortium entre différents laboratoires majoritairement américains a été créé dans 
le but de caractériser le lipidome complet des cellules de mammifères et d’identifier les voies 
de biosynthèse des différentes classes de lipides (Griffiths & Wang, 2009). Chaque 
laboratoire s’est spécialisé dans un groupe de lipides donnés. 
Par ailleurs, des bases de données lipidiques ont été créées et sont disponibles en ligne 
(Fahy et al., 2005): 
• Lipid Maps (www.lipidmaps.org/) ; 
• Lipid Library (www.lipidlibrary.co.uk) ; 
• Lipid Bank (www.lipidbank.jp). 
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IV.1.2. Glycéro(phospho)lipides, sphingolipides et cancer 
 
D’une manière générale, par leur tête polaire et leurs queues apolaires, les 
glycérophospholipides et les sphingomyélines peuvent former des structures 
macromoléculaires en mono- ou bicouches. Ce sont les constituants majoritaires des 
membranes cellulaires. Ces lipides membranaires sont considérés avec attention par la 
communauté scientifique (Wenk, 2005).  
 
Dans le cas des phosphatidylcholines, les plus abondants des glycérophospholipides 
chez les mammifères, des précurseurs ou des produits de dégradation tels que des 
diacylglycérols (DG), des lysophosphatidylcholines (LPtdCho) ou l’acide arachidonique (AA) 
jouent le rôle de seconds messagers lipidiques à l’intérieur des cellules (Vance & Vance, 
2004). L’AA est notamment un précurseur des eicosanoïdes qui sont des médiateurs 
lipidiques de l’inflammation (Niknami et al., 2009).  
 
Les acides (lyso)phosphatidiques sont des agents mitogènes. Les inhibiteurs des acides 
lysophosphatidiques acyltransférases sont utilisés pour induire la mort cellulaire via 
l’activation des caspases (Wenk, 2005).  
 
Une étude récente sur quatre lignées cellulaires de gliomes a révélé des profils 
différents de sphingolipides (Sulluards et al., 2003). Les sphingolipides sont connus pour être 
impliqués dans différents processus biologiques. Ainsi, les céramides sont impliqués dans 
l’arrêt du cycle cellulaire et stimulent l’apoptose (Bieberich et al., 1999; Wenk, 2005). Par 
ailleurs, une anti-corrélation a été décrite entre le grade tumoral des gliomes et la quantité de 
céramides (Smith & Schuchman, 2008).  
 
La protéine ASM (Acid SphingoMyelinase), hydrolysant les sphingomyélines pour 
former les céramides, est nécessaire à la mort cellulaire radio-induite et serait impliquée dans 
la réponse des tumeurs à différents traitements anti-oncogéniques (Smith & Schuchman, 
2008).  
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La majorité des sphingosines est elle aussi associée à l’arrêt de la croissance cellulaire 
(Smith & Schuchman, 2008). La sphingosine-1-phosphate est en revanche impliquée dans la 
croissance cellulaire, la migration et l’angiogenèse, en interagissant spécifiquement avec le 
VEGF. L’acide arachidonique est lui aussi impliqué dans l’angiogenèse (Wenk, 2005).  
 
Les lysophospholipides sont impliqués dans différentes activités biologiques telles que 
la prolifération ou l’invasion tumorale et l’inflammation (Maeda et al., 2009).  
 
Les phosphosphoinositides, dérivés phosphorés des phosphatidylinositols, sont des 
lipides impliqués dans les voies de signalisation. Ainsi, les 3-phosphoinositides (PI3P), 
synthétisés par la PI3 kinase et régulés par des enzymes telles que PTEN, ont été récemment 
découverts comme étant produits lors de stimulations cellulaires. Cibler la cascade 
signalétique dépendante des PI3P est une piste explorée en oncologie (Wenk, 2005). 
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IV.2. Etude du métabolisme des phosphatidylcholines (PtdCho) 
 
Nous avons vu précédemment que les composés à choline sont des marqueurs de 
malignité et de prolifération tumorale (Podo, 1999), alors que des produits de dégradation ou 
issus des PtdCho sont des messagers secondaires impliqués dans divers processus biologiques 
(Vance & Vance, 2004). Il apparaît pertinent de s’intéresser de plus près au métabolisme des 
PtdCho, altéré dans les cellules cancéreuses. 
 
IV.2.1. Composés à choline du cycle métabolique des PtdCho 
 
Pour plus de clarté, nous présentons la structure chimique des composés à choline 
hydrosolubles et liposolubles (tableau 5). 
 
Tableau 5. Structure des métabolites et lipides à choline impliqués dans le cycle 
métabolique des phosphatidylcholines (PtdCho). 
Choline (Cho) 
HO
N
 
Phosphorylcholine (PCho) HO
P
O
O
OH N
 
CDP-choline (CDP-Cho) 
(CDP : cytidyl-diphosphate) O
P
O
O
OH N
P
O
OH
O
ON
OHHO
N OH2N
 
Métabolites 
(hydroso-lubles) 
Glycérophosphorylcholine (GPCho) HO O
HHO
P
O
O
OH N
*
1 2 3
 
O O
HO
P
O
O
OH N
*
1 2 3R1
R2  Phosphatidylcholines (PtdCho) 
R1, R2 : chaînes grasses acylées ou alkylées avec ou sans 
insaturation(s) 
O O
HHO
P
O
O
OH N
*
1 2 3R1
 
Lipides (lipo-
solubles) 
Lyso-phosphatidylcholines (L-
PtdCho) 
R1 : chaîne grasse acylée ou alkylée avec ou sans insaturation(s) 
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IV.2.2. Anabolisme et catabolisme des PtdCho  
 
Les phosphatidylcholines sont les lipides membranaires majoritaires des cellules de 
mammifères (Vance & Vance, 2004). La voie de biosynthèse principale via la CDP-Cho a été 
décrite par Eugène Kennedy en 1956 (Kennedy & Weiss, 1956) et porte le nom de voie de 
Kennedy. Cette voie anabolique a été depuis réactualisée par de nombreux chercheurs (Kent, 
1990; Vance & Vance, 2004).  
Une autre voie de biosynthèse des PtdCho connue chez les mammifères est la 
méthylation des PtdE par l’enzyme PEMT (PhosphatidylEthanolamine N-
MethylTransferase). Cette voie est surtout active dans le foie et est négligeable dans les autres 
types cellulaires (Vance & Vance, 2004). Elle ne sera pas détaillée dans ce manuscrit. 
L’hydrolyse des PtdCho par différentes phospholipases a été proposée par Pelech et Vance 
(Pelech & Vance, 1989) puis confirmée par la suite (Podo, 1999; Glunde et al., 2006b). Les 
voies anabolique et catabolique forment ainsi le cycle métabolique des PtdCho (Fig. 22). 
Cho
extracellulaire
Cho
intracellulaire
Cho
transporteurs
PCho
ATP
ADP
CDP-Cho
ChoK
CT
CTP PPi
PtdChoCPT
DG CMP
L-PtdCho
PLA2
GPCho
PLC
DG
PLD
Acide 
phosphatidique
H2O
Acide gras
L-PL
GPCho-
PDE
H2O
Acide 
grasH2OGP
 
Figure 22. Cycle métabolique des PtdCho. Abréviations : ADP, adénosine diphosphate ; ATP, 
adénosine triphosphate ; CMP, cytidine monophosphate ; CTP, cytidine triphosphate ; DG, diglycéride ; GP, 
glycérophosphate ; PPi, pyrophosphate. Enzymes citées : les transporteurs de choline représentés par les deux 
familles OCT (organic cation transporter) et CTL (choline transporter-like) ; la choline kinase (ChoK) ; la 
CTP : phosphocholine cytidyltransférase (CT) ; la diacylglycérol cholinephosphotransférase (CPT) ; la 
phospholipase C (PLC) ; la phospholipase D (PLD) ; la phospholipase A2 (PLA2) ; la lyso-phospholipase (L-
PL) ; la glycérophosphocholine phosphodiestérase (GPCho-PDE). 
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IV.2.3. Etude in situ des flux métaboliques par marquage 
 
La synthèse des PtdCho est étudiée in situ par marquage radioactif de composés tels 
que la Cho, la PCho ou le phosphate notamment (Elsbach, 1967). Cette approche permet de 
mettre en évidence les variations métaboliques, les cinétiques de formation et le turnover des 
composés à choline, ainsi que les activités enzymatiques des protéines associées dans la 
cellule. Le schéma expérimental fréquemment rencontré est l’étude de lignées cellulaires 
traitées versus non traitées (Miquel et al., 1998; Glunde et al., 2006c) ou l’étude des voies de 
biosynthèse (Postle et al., 2007). En ce qui concerne les études utilisant la choline, les 
marquages radioactifs (3H, 14C) ont été et restent très largement utilisés (Miquel et al., 1998; 
Rau et al., 2003). Néanmoins, ce type de marquage nécessite un traitement spécial des déchets 
et des précautions particulières pour le manipulateur. Le marquage de la choline au 13C 
permet d’étudier par RMN la plupart des composés à choline, à l’exception de la CDP-Cho et 
des L-PtdCho (Glunde et al., 2006c). Toutefois, aucune spécificité au sein de la classe des 
PtdCho ou des L-PtdCho n’est distinguable.  
Les technologies analytiques récentes telles que la LC-ESI-MS/MS permettent 
d’étudier avec des grandes spécificité, sélectivité et sensibilité les différents lipides à 
l’intérieur de chaque famille (PtdCho, L-PtdCho...) (Bleijerveld et al., 2006; Postle et al., 
2007). Le marquage de la choline au deutérium sur les méthyles (d9-Cho) permet d’étudier la 
cinétique des composés à d9-Cho dans la cellule. Virtuellement, les spectres des composés 
natifs et de novo (marqués) sont séparables et identifiables, comme l’illustre la figure 23.  
 
Figure 23. Spectres de masse des PtdCho et des d9-PtdCho de lymphocytes humains : (A) spectre global, 
(B) spectre des PtdCho en sélectionnant tous les précurseurs de l’ion 184,0 (D) et spectre des d9-PtdCho en 
sélectionnant tous les précurseurs de l’ion 193,0 (Postle et al., 2007)
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IV.2.4. Protéines du cycle métabolique des PtdCho via CDP-Cho 
 
IV.2.4.1. Protéines de l’anabolisme 
 
La choline n’est pas synthétisée par la cellule elle-même. Elle est apportée par le 
milieu extérieur et transportée dans la cellule par des transporteurs membranaires (Vance & 
Vance, 2004). Trois différentes familles ont été à ce jour répertoriées en fonction de leur 
affinité pour la choline : les CHT1 (high affinity CHoline Transporters), les OCT (Organic 
Cation Transporters) et les CTL (Choline Transporters-Like). Contrairement aux OCT, les 
CHT1 et les CTL sont spécifiques de la choline. Les CHT1 sont abondants dans les neurones 
qui synthétisent comme neurotransmetteur l’acétylcholine. En revanche, les CTL, possédant 
cinq isoformes répertoriées à ce jour, sont ubiquitaires et assurent avec les OCT le transport 
de la choline pour la synthèse des PtdCho (Michel et al., 2006). 
 La choline est rapidement phosphorylée en PCho dans le cytosol par la choline kinase 
(ChoK), en présence d’ATP. Il existe trois isoformes dans les cellules de mammifères : 
ChoK-α1, - α2 et -β, codées par deux gènes distincts ChoK-α et ChoK-β. Ces isoformes sont 
actives sous formes homo- ou hétérodimériques. L’homodimère α/α est celui qui possède 
l’activité kinase la plus importante alors que l’homodimère β/β a l’activité la plus faible 
(Janardhan et al., 2006; Gallego-Ortega et al., 2009). 
 L’étape limitante de la synthèse des PtdCho est conditionnée par la rapide 
activation/désactivation (déphosphorylation/phosphorylation) de l’enzyme régulatrice 
CTP:phosphocholine cytidyltransférase (CT). Elle peut être activée par des lipides tels que les 
DG, les PE ou des acides gras, alors qu’elle peut être inhibée par des PtdCho ou des C2-
céramides (Awasthi et al., 2001; Vance & Vance, 2004). Elle catalyse la formation de la 
CDP-Cho à partir de la PCho, en présence de cytidine-triphosphate (CTP). Il existe deux 
isoformes de cette enzyme, actives sous forme homodimérique : CTα et CTβ. Dans les 
cellules de mammifères, la forme prédominante est la forme CTα, située dans le noyau et dont 
l’expression est régulée par différents facteurs de transcription (Sugimoto et al., 2008). Dans 
le cerveau, les deux formes sont exprimées de manière équivalente (Jackowski & Fagone, 
2005). La diacylglycérol cholinephosphotransférase (CPT) convertit la CDP-Cho en PtdCho, 
en présence de diacyglycérol (DG). Cette réaction a lieu dans le réticulum endoplasmique. 
L’activité spécifique de cette enzyme est accrue dans certains organes, notamment dans le 
cerveau. Même si ce n’est pas la réaction limitante, cette étape peut le devenir si l’apport en 
DG n’est pas suffisant (Vance & Vance, 2004). 
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IV.2.4.2. Protéines du catabolisme 
 
Les PtdCho peuvent être hydrolysées par différentes phospholipases afin d’assurer 
l’homéostasie des phospholipides dans la cellule (Rodriguez-Gonzalez et al., 2003). Ces 
produits d’hydrolyse sont soit des messagers secondaires tels que les DG, l’acide 
arachidonique (AA), l’acide phosphatidique ou les L-PtdCho, soit des composés à choline 
réutilisables par la cellule pour la synthèse des PtdCho. 
La phospholipase C (PLC) hydrolyse la PtdCho en PCho et en DG. Il existe six 
familles de PLC : PLC-β, -γ, -δ, -ζ, –ε et –η (Harden & Sondek, 2006). Quelques articles 
décrivent une phospholipase C spécifique des PtdCho (Podo, 1999; Glunde et al., 2006c), 
bien que cette isoforme n’ait pas été clairement identifiée et que son implication dans 
l’oncogenèse n’ait pas été vraiment établie. La majorité des articles présentent les PLC 
comme des phospholipases phosphatidylinositols (PtdI)-spécifiques (Harden & Sondek, 
2006), mais pouvant avoir cependant une activité sur les PtdCho. 
La phospholipase D (PLD) hydrolyse les PtdCho en Cho et en acide phosphatidique. Il 
existe deux isoenzymes connues chez les mammifères, PLD1 et PLD2. L’isoforme PLD1 est 
localisée autour du noyau cellulaire et est régulée par différents facteurs de croissance, par la 
protéine PKC et par des protéines-G comme les RAF, les Ras ou les Rho. En revanche, 
l’isoforme PLD2 est située dans la membrane plasmique et n’a pas de protéine régulatrice 
connue (Rodriguez-Gonzalez et al., 2003; Klein, 2005).  
 
Une autre voie d’hydrolyse en trois étapes des PtdCho est connue. La première étape 
consiste en l’hydrolyse des PtdCho par la PLA2 en position sn-2 pour former des LPtdCho et 
des acides gras tels que l’AA. Il existe trois grandes familles de PLA2 : les PLA2 sécrétées 
(sPLA2), les PLA2 Ca2+ indépendantes (iPLA2) et les PLA2 cytosoliques (cPLA2). D’autres 
familles existent mais elles sont moins étudiées (Rosa & Rapoport, 2009). Les isoformes 
cPLA2α, cPLA2β, cPLA2γ, iPLA2β et iPLA2γ sont exprimées dans le cerveau. Les iPLA2 
sembleraient compter pour 70% de l’activité des PLA2 dans le cerveau (Rosa & Rapoport, 
2009). L’isoforme cPLA2α est fréquemment sur-exprimée dans différents cancers et lignées 
cellulaires tumorales (Nakanishi & Rosenberg, 2006).  
Les LPtdCho sont ensuite hydrolysées par une lysophospholipase (L-PL) pour former 
de la GPCho et un acide gras. Le nombre et les fonctions des différentes L-PL ne sont pas 
bien connus (Quistad & Casida, 2004). En ce qui concerne les L-PL dédiées au métabolisme 
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des phospholipides, elles se divisent en deux groupes suivant la position de la chaîne grasse à 
hydrolyser : les LysoPLA1 et les LysoPLA2 (Wang & Dennis, 1999). 
La GPCho est finalement hydrolysée par une glycérophosphocholine diestérase 
(GPCho-PDE) en Cho et en glycérol-3-phosphate. Une fois de plus, le nombre et les fonctions 
des différentes isoenzymes ne sont pas clairement définis. Cependant, la forme GDPD5, 
récemment caractérisée, serait un régulateur osmotique de la GPCho dans des cellules rénales. 
Sa forte expression a également été observée dans le cerveau. D’autres isoenzymes sont en 
cours de caractérisation (Gallazzini et al., 2008). 
 
IV.2.4.3. Protéines « alternatives » du catabolisme des PtdCho 
 
Il semblerait que les voies d’hydrolyse des PtdCho décrites précédemment ne soient 
pas uniques. Les PtdCho pourraient être hydrolysées dans les cellules de mammifères 
directement en GPCho par l’intermédiaire d’une phospholipase B, libérant deux acides gras. 
Cette enzyme fait partie de la famille des NTE (Neuropathy Target Esterase) (Zaccheo et al., 
2004; Gallazzini et al., 2008).  
Une autre enzyme, NPP6 (Nucleotide Phosphate Phosphatase 6), décrite dans les 
cellules HeLa, semble être impliquée dans l’hydrolyse spécifique des L-PtdCho en PCho et en 
mono-acylglycérol (Sakagami et al., 2005).  
L’autotaxine, quant à elle, hydrolyse les L-PtdCho en acide lysophosphatidique. Une 
étude montre que cette protéine est sur-exprimée dans les tissus et dans des lignées cellulaires 
de GBM et qu’elle contribue à la mobilité cellulaire (Kishi et al., 2006). 
Enfin, il semblerait qu’au moins deux formes de glycéro-phosphodiestérases 
existent dans le cerveau : une forme produisant de la Cho, et une autre de la PCho (Ross et al., 
1995). 
 
Ces protéines « alternatives » ne sont pas régulièrement citées dans la littérature. 
Néamoins il serait intéressant de considérer leur rôle dans le métabolisme des PtdCho dans le 
cas des GBM. 
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IV.2.5. Métabolisme des PtdCho et cancer 
 
A travers ce paragraphe, il nous a semblé intéressant d’établir les liens entre les 
protéines impliquées dans le métabolisme des PtdCho et les GBM. Peu de données 
bibliographiques existent, nous avons donc étendu notre investigation à d’autres types de 
cancer. 
 
IV.2.5.1. Transporteurs de choline 
 
Dans les cellules de mammifères, le transport de la choline dédiée à la synthèse des 
PtdCho est réalisé par les transporteurs OCT, possédant une faible affinité pour la Cho, et par 
les CTL, possédant une affinité intermédiaire mais une forte spécificité pour la Cho (Michel 
et al., 2006). Plusieurs études montrent le rôle prépondérant de l’isoforme CTL1 dans le 
transport de la Cho pour la croissance cellulaire.  
Machova et ses collaborateurs (Machova et al., 2009) montrent que l’inhibition de 
l’ARNm CTL1 entraîne une diminution de la croissance dans les lignées cellulaires NG108-
15 et C6, lignées hybride neuroblastome/gliome et gliome de rat respectivement. 
Dans la lignée humaine HT-29 de carcinome du colon, Kouji et ses collaborateurs 
(Kouji et al., 2009) montrent que l’isoforme CTL1 est présente et responsable de 
l’incorporation de la Cho pour la croissance tumorale. Le transport de la Cho se fait en 
coopération avec une protéine membranaire échangeuse de cations, NHE1 (Na+/H+ 
exchanger 1). Par ailleurs, l’inhibition de CTL1 par l’hémicholinium (HC-3) ou par le 
chlorure de tétrahexylammonium (THA) entraîne une inhibition de la prolifération cellulaire 
(Kouji et al., 2009).  
Enfin, selon Michel et ses collaborateurs (Michel et al., 2006), les protéines 
transporteurs de cations organiques de la famille des OCT, qui ont une faible affinité pour la 
Cho, sont responsables de la majorité de l’incorporation de la Cho dans le cerveau pour la 
synthèse des PtdCho. Ces protéines sont par ailleurs faiblement inhibées par l’HC-3. 
 
IV.2.5.2. Choline kinase (ChoK) 
 
Actuellement, la choline kinase (ChoK) est une cible majeure dans la lutte contre le 
cancer. En effet, plusieurs études montrent que cette protéine est sur-exprimée et activée dans 
la plupart des cancers (Ramirez de Molina et al., 2002).  
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La ChoK joue un rôle important dans les voies de signalisation, dans la régulation de 
la croissance cellulaire et du cycle cellulaire (Janardhan et al., 2006; Ramirez de Molina et al., 
2008). Par ailleurs, la ChoK est un oncogène activé par des protéines RAS, telles que Raf-1, 
Ral-GDS ou PI3K, ou par des facteurs de croissance tels que l’EGF, le VEGF, l’IGF ou le 
PDGF, lors de la tumorogenèse, ce qui entraîne une augmentation de la PCho dans les cellules 
(Janardhan et al., 2006). De plus, la ChoK active RhoA, une protéine GTPase impliquée dans 
de nombreuses voies de signalisation (Ramirez de Molina et al., 2005).  
L’équipe de Lacal étudie le rôle des isoformes ChoKα et ChoKβ dans la 
tumorogenèse. Elle a montré que l’isoforme ChoKα1 est oncogénique lorsqu’elle est 
surexprimée dans les cellules HEK293T ou MDCK, ce qui n’est pas le cas pour ChoKβ. 
L’ARNm ChoKα1 est fréquemment sur-exprimé dans les lignées cellulaires cancéreuses de 
sein ou de poumon. Enfin, Gallego-Ortega et ses collaborateurs (Gallego-Ortega et al., 2009) 
ont mis au point un inhibiteur de ChoK, MN58b, qui possède une bonne activité anti-tumorale 
in vivo et qui a une forte affinité pour l’isoforme ChoKα1. Plusieurs produits de synthèse, 
dérivés de l’HC-3 notamment, sont à l’essai afin d’inhiber ChoK (Rodriguez-Gonzalez et al., 
2003; Janardhan et al., 2006). 
ChoK joue un rôle important lors de la réponse de la cellule suite à un stress externe 
(radicaux libres, chimiothérapie, hypoxie...) (Janardhan et al., 2006). Ainsi, Glunde et ses 
collaborateurs (Glunde et al., 2008) montrent que dans les cellules PC-3 (cellules humaines 
cancéreuses de la prostate) sous hypoxie, l’isoforme ChoKα1 est sur-exprimée par HIF-1, ce 
qui conduit à une augmentation de PCho. Kiss et ses collaborateurs soulignent le potentiel 
rôle de PCho en tant que régulateur de la croissance cellulaire dans les cellules cancéreuses 
(Kiss, 1999). Enfin, Vanpouille et ses collaborateurs (Vanpouille et al., 2009) mettent en 
évidence une sur-expression de ChoK et CHT1 dans des cellules U87 de GBM rendues 
chimio-résistantes, comparée à la lignée contrôle U87.  
 
IV.2.5.3. CTP:phosphocholine cytidyltransférase (CT) 
 
La CT est l’enzyme régulatrice de la synthèse des PtdCho. Comme elle peut être 
régulée par différents lipides, plusieurs composés lipidiques cytotoxiques et anti-tumoraux 
sont proposés comme inhibiteurs de la CT. Ainsi, l’ET-18-OMe et l’hexadécyl-
phosphocholine (HDPC), qui appartiennent à la famille des analogues des PtdCho (APC) et 
des L-PtdCho (ALP) respectivement, inhibent l’activité des protéines associées aux 
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membranes telles que CT et entraînent l’apoptose des cellules (Dymond et al., 2008). 
Mallampalli et ses collaborateurs (Mallampalli et al., 2000) montrent que le TNFα (Tumor 
Necrosis Factor Alpha), une cytokine clé impliquée dans les maladies inflammatoires du 
poumon, agit comme régulateur de la CT dans la lignée cellulaire MLE-12, cellules 
alvéolaires murines. 
 
IV.2.5.4. Diacyl-glycérol cholinephosphotransférase (CPT) 
 
La CPT intervient dans l’étape finale de la synthèse des PtdCho. L’équipe de Das a 
montré que l’expression de la CPT est plus importante dans la lignée humaine du cancer du 
sein 11-9-14, comparée à la lignée humaine saine MCF-12A. Par ailleurs, des substitutions 
nucléotidiques sont observables sur la protéine CPT tumorale (Ghosh et al., 2002).  
En traitant différentes lignées cellulaires humaines cancéreuses du sein (11-9-14 et 
BT-549) avec une benzodiazépine, Ro5-4864, la même équipe a montré que les expressions 
de la CPT et de la protéine c-fos augmentent conjointement avec la prolifération cellulaire. 
Ces expressions ne sont pas observées sur la lignée contrôle MDF-12A. L’activité 
enzymatique de la CPT est aussi augmentée dans les lignées cancéreuses traitées (Ghosh et 
al., 2002). Le facteur de transcription inductible c-fos avait déjà été décrit comme un 
régulateur cytoplasmique de la biosynthèse des PtdCho (Akech et al., 2005). 
Enfin, l’équipe de Sinha Roy (Sinha Roy et al., 2008) montre qu’in vivo chez le rat, 
pour les tumeurs du sein induites par le diméthylbenz(a)anthracène, l’expression et l’activité 
des protéines CPT et c-fos sont accrues, comparées aux cellules saines de sein.  
Miquel et ses collaborateurs (Miquel et al., 1998) ont montré le rôle du 
géranylgéraniol et du farnésol dans la régulation du CPT, ces composés étant impliqués dans 
la voie du mévalonate pour synthétiser notamment les protéines prénylées. Le lien 
biochimique est ainsi établi entre le contrôle de la prolifération cellulaire par la régulation de 
la synthèse des PtdCho et l’induction de l’apoptose par ces isoprénoïdes qui bloquent les 
cellules A549 (adénocarcinome humain du poumon) en phase G0/G1. 
Gueguen et ses collaborateurs (Gueguen et al., 2002) présentent l’activité pro-
apoptotique du (S)PNPA (N-palmitoyl-norleucinol-1-phosphate), un analogue de l’acide 
lysophosphatidique, comme inhibiteur spécifique de la CPT sur la lignée IMR-90, fibroblaste 
humain du poumon. Le composé est ainsi proposé comme agent anti-tumoral potentiel. 
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IV.2.5.5. Phospholipase C (PLC) 
 
Plusieurs études montrent que la PLC est régulée par des GTPases de la famille des 
Ras, ainsi que par RhoA et RhoB (Harden & Sondek, 2006; Bunney et al., 2009).  
L’isoforme PLCγ1, spécifique de la PtdI, semble être impliquée dans le métabolisme 
des PtdCho. En effet, Beloueche-Babari et ses collègues (Beloueche-Babari et al., 2009) 
montrent que, sur un modèle cellulaire humain de cancer de la prostate, l’inhibition de PLC-
γ1 diminue la quantité de PCho, arrondit les cellules et altère leur migration. 
Cette isoforme PLCγ1 est sur-exprimée dans de nombreux cancers et semble jouer un 
rôle important dans le développement métastatique et la régulation de l’apoptose des 
carcinomes humains colorectaux (Tan et al., 2007). 
PLCγ peut être activée par de nombreux récepteurs de facteurs de croissance (EGFR, 
VEGFR, PDGFR) et par certaines intégrines. Par ailleurs, elle est impliquée dans de 
nombreuses voies de signalisation, en activant notamment PKC (Beloueche-Babari et al., 
2009). Ainsi, Dietzmann et ses collègues (Dietzmann et al., 2002) montrent que, sur des 
lignées cellulaires de gliomes et sur des cellules primaires de GBM, l’inhibition de PLCγ 
diminue la densité cellulaire et l’expression de la protéine PLK-1 (Polo-Like Kinase 1), une 
enzyme impliquée dans la régulation et la ségrégation du centrosome. 
En clinique, l’expression de PKC et de PLCγ sur des biopsies de GBM est associée à 
une durée de vie plus courte des patients (Mawrin et al., 2003). 
In vitro, l’effet anti-invasif du composé U73122 ciblant PLCγ a été vérifié sur la 
lignée cellulaire U87 (Khoshyomn et al., 1999). Des études complémentaires sont nécessaires 
pour valider l’intérêt de ce composé comme agent anti-tumoral. 
 
IV.2.5.6. Phospholipase D (PLD) 
 
Le rôle de la PLD dans l’oncogenèse et le caractère métastatique des cellules 
cancéreuses a été décrit. Son activité est significativement accrue dans de nombreux cancers 
(Rodriguez-Gonzalez et al., 2003).  
L’isoforme PLD2 semble être continuellement active dans la cellule, alors que PLD1 
est régulée par différents facteurs de croissance, par des GTPases Ras et Rho et par des 
oncogènes tels que Src ou Rac-1 (Rodriguez-Gonzalez et al., 2003). Par ailleurs, dans la 
lignée U87 de GBM, la sérine/thréonine kinase CKII (Casein Kinase II) active et phosphoryle 
PLD1 et 2, contribuant à la prolifération cellulaire (Ahn et al., 2006). 
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Toujours dans la lignée U87, la présence du composé polyphénolique 
épigallocatéchine-3-gallate (EGCG) entraîne une activation de la PLD. L’EGCG est connu 
pour produire des espèces réactives oxygénées (ROS) dans la cellule. Par un changement de 
l’état redox, la présence de l’EGCG active la PLD via les voies PLCγ1 [Ins(1,4,5)P3-
Ca2+]/Ca2+-CaM kinase II et PLCγ1 (diacylglycérol)/PKC (Kim et al., 2004). 
La PLD augmente l’invasion cellulaire dans les GBM. En effet, Park et ses 
collaborateurs (Park et al., 2009) montrent que, dans les lignées cellulaires humaines de 
GBM, U87, U373, A172 et T98G, la sur-expression de PLD et son activité enzymatique 
activent la métalloprotéase matricielle MMP2, via la voie de signalisation 
PKA/PKA/NFκB/Sp1 et par l’intermédiaire de l’acide phosphatidique produit par la PLD. 
Dans les cellules U87 en conditions hypoxiques dues à la présence de chlorure de cobalt, la 
PLD active la cyclooxygénase-2 (COX-2) (Ahn et al., 2007). 
Plusieurs inhibiteurs de la PLD sont proposés, en particulier ceux de la famille des 
alkylphosphocholines. Nous pouvons ainsi citer l’hexadécylphosphocholine et 
l’érucylphosphocholine. Ce dernier composé a été testé sur des lignées de gliomes humains et 
murins, et a montré des activités pro-apoptotique et anti-proliférative intéressantes 
(Rodriguez-Gonzalez et al., 2003). 
 
IV.2.5.7. Phospholipase A2 (PLA2) 
 
Parmi les PLA2, la cPLA2-α coupe préférentiellement les chaînes lipidiques en 
position sn-2 des glycérophospholipides contenant l’AA. Cette isoenzyme est considérée avec 
attention pour le contrôle de l’inflammation et de la cancérisation. La sur-expression et 
l’augmentation de l’activité enzymatique de cPLA2-α ont été mis en évidence dans de 
nombreux cancers (Niknami et al., 2009).  
Une étude sur différentes lignées cellulaires et biopsies de gliomes et/ou de GBM a 
notamment révélé une sur-expression de cPLA2, comparée à des modèles non-tumoraux 
(Culicchia et al., 2008).  
Hernandez et ses collègues (Hernandez et al., 1999) ont montré dans le modèle 
d’astrocytome 1321N1, que la cytokine TNFα active cPLA2 par phosphorylation. Dans une 
autre étude, l’équipe de Kinsey révèle que l’isoforme iPLA2 du réticulum endoplasmique 
(RE-iPLA2) est sur-exprimée dans le modèle de GBM humain A172 (Kinsey et al., 2005).  
Martin et ses collègues (Martin et al., 2009) montrent, sur le modèle humain 
d’astrocytome 1321N1, que l’isoforme sPLA2-IIA, sécrétée à l’extérieur de la cellule et sur-
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exprimée dans de nombreux cancers, contribue à l’accumulation d’espèces réactives 
oxygénées dans la cellule. Par ailleurs, cette isoenzyme active les voies oncogéniques 
Ras/Raf-1/MEK/ERK et PI3K/Akt/mTOR.  
Plusieurs inhibiteurs ayant une activité anti-inflammatoire in vitro, tels que les indoles, 
les pipérazines ou les diazépinones, ciblent les sPLA2 (Narendra Sharath Chandra et al., 
2007). Dans les cellules 1321N1, le bromure de p-bromophénacyl et le dithiothréitol inhibent 
sPLA2, alors qu’ils n’ont aucun effet sur cPLA2 (Hernandez et al., 1998). Le 
méthylarachidonylfluorophosphonate (MAFP) est présenté comme inhibiteur des cPLA2 et 
iPLA2 mais pas des sPLA2. En revanche, le LY311327, l’indoxame ou le DTT semblent 
inhiber spécifiquement les sPLA2 (Lucas & Dennis, 2005). 
 
IV.2.5.8. Lysophospholipase (L-PL) et GPCho-phosphodiestérase (GPCho-
PDE) 
 
Peu d’études concernent la L-PL et encore moins la GPCho-PDE. Aucune implication 
de la GPCho-PDE dans les processus de cancérisation n’a été décrite.  
L’enzyme humaine L-PL (hLysoPLA I), spécifique des lysophospholipides, a été 
isolée et caractérisée ; elle est localisée entre le réticulum endoplasmique et l’enveloppe 
nucléaire dans des cellules humaines amniotiques WISH. Dans ce type cellulaire, l’enzyme 
est régulée par la protéine PKC (Wang et al., 2000). 
Une enzyme ne faisant pas partie des L-PL de par sa structure mais possédant 
l’activité hydrolase des L-PtdCho, a été caractérisée chez l’homme dans le cerveau, les 
érythrocytes et les lymphocytes. Cette enzyme, d’abord isolée dans le cerveau de souris, est la 
NTE-LysoPLA (Neuropathy Target Esterase-LysoPhosphoLipase). Cette enzyme n’a pas 
pour substrat spécifique la L-PtdCho et est impliquée dans d’autres processus biologiques, 
dont l’inflammation (Vose et al., 2007). 
Une étude des tissus cérébraux humains et murins (au niveau du cortex frontal) a 
montré que la GPCho et la GPE régulent l’hydrolyse des phospholipides en inhibant l’activité 
de la L-PL (Fallbrook et al., 1999). Plusieurs composés organophosphorés ont montré une 
activité inhibitrice sur des L-PL, et notamment la NTE-LysoPLA, extraites de cerveaux de 
souris. Ces composés sont par exemple l’isopropyl-dodécylphosphonofluoridate, l’éthyl-
octylphosphonofluoridate et deux 2-oxides alkyl-benzodioxaphosphorines (Quistad & Casida, 
2004). 
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V. Contexte du travail de thèse 
 
Cette cinquième partie clôt le chapitre introductif qui dresse un état de l’art le plus 
complet possible des glioblastomes multiformes (GBM), de la radiothérapie et de la 
radiorésistance des GBM, de la métabolomique par RMN 1H et des liens entre les lipides et le 
cancer.  
 
Nous avons constaté que les caractéristiques biologiques et l’oncogenèse des GBM 
sont de mieux en mieux connues. La radiothérapie (RT) est systématiquement utilisée et est 
de plus en plus associée à des agents radiosensibilisants, tels que le témozolomide (TMZ). 
Toutefois, le traitement de ces tumeurs cérébrales n’est pas spécifique et se heurte au 
phénomène de radiorésistance.  
 
Ainsi, il devient nécessaire de définir des sous-groupes de GBM établis à partir de 
données moléculaires. Pour cela, la découverte de biomarqueurs prédictifs de chimio- et de 
radio-résistance semble nécessaire afin de proposer un traitement spécifique et adapté pour 
chaque patient. En effet, certains de ces patients, par la non méthylation du promoteur du gène 
MGMT de leur tumeur (Stupp et al., 2005), sont insensibles à l’association RT/TMZ. 
D’autres patients sont plus ou moins sensibles aux rayonnements ionisants. In vitro, une étude 
récente (Liu et al., 2009) a ainsi mis en évidence une corrélation entre la méthylation du 
promoteur du gène ERCC1 et la radiosensibilité de lignées cellulaires humaines de GBM.  
 
Afin d’identifier de nouveaux biomarqueurs, l’utilisation de méthodes analytiques 
holistiques et robustes telles que la génomique, la transcriptomique, la métabolomique et/ou la 
lipidomique, est incontournable. Dans ce cadre de recherche clinique, nous nous sommes 
proposé d’étudier in vitro la radiorésistance de lignées cellulaires humaines de GBM. Nous 
avons plus spécifiquement cherché à identifier des marqueurs biologiques de radiorésistance 
ou de mort radio-induite par des approches globales telles que la métabolomique, la 
lipidomique et la transcriptomique. Les résultats de ces travaux sont présentés dans le chapitre 
trois de ce manuscrit, lui-même divisé en deux sous-parties. 
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Dans une première partie, nous avons cherché à identifier in vitro de potentiels 
biomarqueurs prédictifs de radiorésistance à partir de quatre lignées cellulaires humaines de 
GBM. Deux de ces modèles ont été considérés comme ayant un phénotype « radiorésistant » 
(lignées SF763 et U87), deux autres ayant un phénotype « radiosensible » (lignées SF767 et 
U251) (Delmas et al., 2002). Ce projet constitue la première et la majeure partie du chapitre 
trois (résultats) de ma thèse : « Partie I : Recherche de biomarqueurs de radiorésistance dans 
quatre lignées cellulaires de GBM (projet RR vs RS) ».  
 
Cette recherche a combiné une étude métabolomique par RMN 1H réalisée à partir 
d’extraits cellulaires des quatre lignées cellulaires de GBM et une étude lipidomique par 
HPLC et/ou GC-MS. Les résultats de l’étude métabolomique nous ont conduit à étudier de 
plus près le métabolisme des phosphatidylcholines (PtdCho).  
 
Ainsi, une étude métabolomique de l’effet de l’hémicholinium (HC-3), un inhibiteur 
de transporteurs de choline, a été réalisée sur les quatre modèles cellulaires. Cette étude avait 
pour but de vérifier si une incorporation accrue de choline dans les lignées radiorésistantes 
pouvait être la cause de l’accumulation de composés à choline (phosphorylcholine et 
glycérophosphorylcholine) dans les deux lignées radiorésistantes.  
 
Les résultats n’ayant pas été satisfaisants, nous avons mis au point une méthode 
d’analyse des flux métaboliques des composés à choline (hydro- et liposolubles) par 
marquage deutéré et quantification par HILIC-ESI-MS/MS (Desoubzdanne et al., 2010). 
 
Enfin, nous avons étudié l’expression des gènes des quatre lignées cellulaires par 
transcriptomique (sur biopuces) dans un premier temps, puis vérifié l’expression de certains 
de ces gènes par qRT-PCR dans un second temps. Une attention particulière a été accordée 
aux gènes codant pour les protéines impliquées dans le métabolisme des PtdCho. Le manque 
de temps n’a permis ni d’étendre l’investigation sur l’expression de toutes les isoformes des 
gènes du métabolisme des PtdCho, ni de vérifier la quantité et l’état des protéines de cette 
voie métabolique en particulier (étude protéomique).  
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La deuxième partie du chapitre trois est intitulée : « Partie II : Recherche de 
biomarqueurs de mort radio-induite dans une lignée cellulaire humaine de GBM 
radiosensibilisée (projets FTI-277, Y, URB14 et KILK2) ». Cette partie regroupe quatre 
projets menés en parallèle au cours de ma thèse. Nous avons cherché à identifier de potentiels 
biomarqueurs de mort radio-induite à partir de la lignée radiorésistante U87 radiosensibilisée : 
en présence d’un agent radiosensibilisant (i) connu (projet FTI-277) ou (ii) en développement 
dans un laboratoire pharmaceutique (projet Y), (iii) après inhibition de l’expression d’une 
protéine clé (RhoB) dans le contrôle de la radiorésistance des GBM (projet URB14) ou (iv) 
après inhibition de la transcription du gène codant pour la protéine ILK (projet KILK2).  
 
La méthode analytique privilégiée pour ces quatre projets a été la RMN 1H 
métabolomique. L’identification de la taurine (Tau) comme potentiel biomarqueur de mort 
radio-induite dans le cadre du projet URB14 nous a encouragé à réaliser une étude 
lipidomique, puis une étude de la mort cellulaire par cytométrie en flux. Cette dernière étude a 
permis de conforter l’hypothèse de la Tau comme biomarqueur de mort radio-induite sur la 
lignée radiorésistante U87 radiosensibilisée. 
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I. Biologie cellulaire 
 
I.1. Description des lignées cellulaires étudiées 
 
Les lignées cellulaires U87, U251, SF763 et SF767 (Fig. 24) sont toutes les quatre 
décrites comme des lignées cellulaires humaines de GBM (Delmas et al., 2002; Wang et al., 
2006). Les lignées URB14 (Delmas et al., 2002), KILK2 et T2K sont dérivées de la lignée 
U87 et présentent la même morphologie cellulaire. Toutes les cellules ont été fournies par le 
Dr. Christine Toulas de l’Institut Claudius Regaud (ICR) de Toulouse.  
 
 
Figure 24. Photos des lignées cellulaires U87 (A), U251 (B), SF763 (C) et SF767 (D). 
 
Les cellules des lignées U87 (Fig. 24A) et U251 (Fig. 24B) ont une morphologie 
allongée en forme d’étoile, conforme à des cellules dérivées d’astrocytes. En revanche, bien 
que considérées comme des cellules de GBM, les cellules SF763 (Fig. 24C) ont une 
morphologie arrondie et poussent en formant des îlots cellulaires ; les cellules SF767 
(Fig. 24D) sont des cellules plus petites, arrondies et poussant en amas cellulaires. Toutes les 
cellules étudiées sont adhérentes. Le temps de doublement, estimé expérimentalement, est 
d’environ 24 h pour les lignées U87, U251 et SF767, et de 28 h pour la lignée SF763.  
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L’équipe « Signalisation, GTPases Rho et cancer » de l’ICR (Delmas et al., 2002) ont 
montré que les lignées U87 et SF763 présentent un phénotype de radiorésistance plus 
important que celui des lignées U251 et SF767. Ainsi, les lignées U87 et SF763 sont 
présentées comme radiorésistantes (RR) dans le manuscrit et les lignées U251 et SF767 
comme radiosensibles (RS). 
 
 La lignée URB14 a été transfectée de manière permanente par un ADNc codant pour 
une forme dominante négative de RhoB (RhoBN19). L’expression de ce gène est inductible 
en présence de dexaméthasone (Qualimed®, sol. inj. 20 mg/5 mL) à une concentration finale 
de 25 nM dans le milieu de culture. L’inhibition de RhoB par compétition avec sa forme 
RhoBN19 est optimale 48 h après le début du traitement. 
 Afin d’inhiber la protéine ILK de manière inductible, des cellules U87 ont été 
transfectées par deux lentivirus vecteurs. Le premier porte un ADN codant pour une protéine 
de fusion KRAB-TetR qui se fixe sur des séquences régulant négativement la transcription. 
Le deuxième est un short hairpin ARN (shARN) dirigé contre ILK (lignée KILK2) ou ne 
reconnaissant aucune protéine (lignée contrôle T2K). Les deux lentivirus sont inductibles à la 
doxycycline (Sigma-Aldrich, 44577) à une concentration finale de 1 μg/mL dans le milieu de 
culture. L’extinction de l’expression d’ILK (environ 90%) est observée 48 à 72 h après le 
début du traitement. 
 
I.2. Culture et entretien des lignées cellulaires 
 
Toutes les lignées cellulaires ont été cultivées et entretenues au Département 
Lipoprotéines et Médiateurs lipidiques (U563, INSERM) à l’hôpital Purpan de Toulouse. Les 
cellules ont été mises en culture monocouche à partir de cellules cryo-conservées, sous 
atmosphère humide à 5% de CO2 à 37°C et dans du milieu nutritif complet. Ce milieu était 
constitué de DMEM Glutamax® (Gibco-Invitrogen, 31966) contenant de la L-glutamine, du 
pyruvate de sodium et 4,5 g/L de glucose, complémenté avec 10% (v/v) de sérum de veau 
fœtal (SVF) (Gibco-Invitrogen, 10270-098) et avec 1% (v/v) de pénicilline/streptomycine 
(PAA, P11-010). Les cellules n’ont pas été conservées au-delà du passage 35. 
Pour chaque étude, la densité d’ensemencement et la nature des traitements des 
cellules seront indiquées. 
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II. Protocoles standards 
 
II.1. Contrôle de l’expression de protéines par Western-Blot (WB) 
 
Afin de vérifier l’efficacité des agents chimiques utilisés sur les cellules, le contrôle de 
l’expression des protéines ciblées a été effectué par Western-Blot (WB). Le protocole utilisé a 
été transmis par l’équipe d’accueil à Purpan.  
Une boîte de Pétri ø 100 mm par échantillon a été nécessaire. Cet échantillon, appelé 
échantillon WB, a été préparé dans les mêmes conditions que l’échantillon récolté pour une 
étude métabolomique ou lipidomique donnée. 
 
Placé sur de la glace, le milieu de l’échantillon WB a été aspiré et le tapis cellulaire 
lavé deux fois avec 6 mL de PBS froid. Les cellules ont été décollées en présence de 250 µL 
de tampon de lyse RipA : Tris-HCl à 20 mM et à pH = 7,6, NaCl à 150 mM et 1% (v/v) de 
Triton X-100. Ce tampon contenait en outre 5% (v/v) d’inhibiteurs de protéases (Roche, 
11836 145 001). Les cellules ont été récoltées et placées sous agitation pendant 1 h à 4°C. 
Après centrifugation (9550 x g, 4°C, 10 min), le surnageant a été récupéré. Une aliquote de 
10 µL a été prélevée pour le dosage des protéines.  
Un volume de 60 µL a été prélevé et mis en présence de 6 µL de tampon dénaturant 
Laemmli : 2% (v/v) de SDS (Sodium DodecylSulfate), 10% de glycérol, 5% de 2-
mercaptoéthanol, 0,002% de bleu de bromophénol et Tris-HCl à 61,25 mM. Cette solution a 
été chauffée pendant 5 min à 100°C. La migration sur gel SDS-PAGE (Sodium 
DodecylSulfate-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) 12,5% en conditions dénaturantes a 
ensuite été réalisée en déposant un volume de l’échantillon WB dénaturé correspondant à 
40 µg de protéines. 
 
Le transfert des protéines a été effectué pendant 40 min à 250 mA sur une membrane 
de nitrocellulose (0,4 µm) imprégnée de tampon de transfert : Tris-HCl à 25 mM, glycine à 
192 mM, 0,01% de SDS et 20% d’éthanol absolu. La membrane a ensuite été saturée sous 
agitation en présence de tampon TBS-T (Tris-Buffered Saline Tween) : Tris à 0,01 mM, NaCl 
à 0,15 mM et à pH = 8 et 0,05% de Tween® 20 (Sigma-Aldrich, P2287). Le tampon contenait 
également 5% d’albumine sérique bovine (BSA) (Sigma-Aldrich, A9647).  
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La membrane a ensuite été lavée à cinq reprises pendant 30 min dans du tampon TBS-
T seul. La membrane a alors été mise en présence d’un anticorps primaire pendant une nuit à 
4°C. Elle a ensuite été lavée cinq fois au TBS-T pendant 30 min et mise en présence d’un 
anticorps secondaire pendant 1 h à l’obscurité. La membrane a été lavée à cinq reprises dans 
du TBS-T seul puis mise en présence d’un réactif de luminescence (Sigma-Aldrich, CP53100-
1KT) pendant 5 min à l’obscurité. La membrane a finalement été révélée sur film 
photographique (Kodak, 8194540 Biomax Light-1 Film) en chambre noire. 
 
II.2. Dosage des protéines 
 
Pour déterminer la concentration en protéines de chaque échantillon, une gamme 
étalon a systématiquement été réalisée avec différentes solutions de BSA dans du NaCl 0,9% 
(0 à 300 µg/mL), préparées à partir d’une solution mère de BSA à 2 mg/mL (Sigma-Aldrich, 
P3717). Le dosage de Bradford a été réalisé en plaque 96 puits. Les puits ont dans un premier 
temps été remplis de 250 µL de réactif de Bradford (Bio-Rad, 500-0006) dilué au 1/5e. Un 
volume de 15 µL de solution de BSA ou d’échantillon préalablement soniqué a ensuite été 
déposé dans chaque puits. Les dépôts ont été réalisés en duplicat pour les solutions de BSA et 
en triplicat pour chaque échantillon. L’absorbance a été lue à 495 nm sur un appareil 
Varioskan Flash® (Thermo Scientific) et les données ont été traitées avec le logiciel SkanIt 
Software 2.4.1 (Thermo Scientific). Les droites d’étalonnage et la détermination de la 
concentration de chaque échantillon ont été effectuées sur Excel. 
 
II.3. Etudes métabolomiques 
 
Un protocole standard a été mis au point afin de récupérer et d’extraire les cellules, de 
préparer et d’analyser par RMN les échantillons pour finalement analyser les données par des 
logiciels informatiques dédiés à la métabolomique. Ce protocole, mis au point par une 
ancienne doctorante du laboratoire (Bon, 2008), a été réadapté et utilisé pour la majorité des 
études métabolomiques réalisées au cours de cette thèse. Lorsqu’un autre protocole a été 
utilisé pour une étude donnée, il sera décrit explicitement.  
Dans les études métabolomiques, un échantillon résultait du regroupement de 
plusieurs boîtes ø 100 mm. Une expérience consistait en la préparation, la récupération et 
l’analyse de plusieurs échantillons. Plusieurs expériences étaient donc nécessaires pour mener 
à bien une étude, selon le nombre d’échantillons souhaité par condition.  
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II.3.1. Récolte des cellules 
 
Pour un échantillon donné, le milieu de culture a été aspiré, puis le tapis cellulaire a 
été lavé avec 6 mL de NaCl 0,9% (m/m) par boîte. Les eaux de lavage de chaque boîte ont été 
conservées et regroupées. Les cellules ont ensuite été décollées avec 0,5 mL par boîte de 
trypsine-EDTA (Gibco-Invitrogen, 25300) pendant 30 s pour les lignées U87, U251, URB14, 
T2K et KILK2, ou pendant 5 min à 37°C pour les lignées SF763 et SF767. Les cellules ont 
ensuite été ajoutées aux eaux de lavage. Les boîtes ont été lavées avec 10 mL de NaCl afin de 
récolter le maximum de cellules. Les cellules, placées dans de la glace, ont été aussitôt 
comptées avec une cellule de Malassez puis centrifugées (311 x g, 4°C, 3 min). Le surnageant 
a été éliminé et le culot cellulaire vortexé (10 s) avec 40 mL de NaCl froid. Après une 
nouvelle centrifugation, le surnageant a été éliminé et le culot vortexé avec 10 mL de NaCl 
froid. Une aliquote de 100 μL a été prélevée pour le dosage des protéines. Le culot cellulaire a 
finalement été centrifugé, puis le surnageant éliminé.  
 
II.3.2. Extraction des cellules 
 
Des volumes de 2 mL de MeOH (Riedel de Haën, 32211), 750 µL de CHCl3 (Sigma 
Aldrich, 34860) et 500 µL d’eau Milli-Q (Maxima UltraPure Water, Elga) ont été 
successivement ajoutés au culot cellulaire (MeOH/CHCl3/H2O, 8:3:2). Le mélange cellulaire 
a été vortexé et conservé à -80°C jusqu’à la séparation des phases. Ce protocole d’extraction 
biphasique est dérivé de la méthode de Folch (Folch et al., 1957). 
 
II.3.3. Récupération de la phase hydrosoluble 
 
La séparation des phases a été réalisée au laboratoire SPCMIB par centrifugation 
(700 x g, 4°C, 10 min). La phase hydrosoluble a de nouveau été centrifugée afin d’éliminer le 
maximum de résidus protéiques. Le surnageant a été récupéré et évaporé à sec pendant 6 h au 
SpeedVac.  
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II.3.4. Préparation de l’extrait hydrosoluble deutéré 
 
Un volume de 550 µL de tampon borate à pH = 10 (Prolabo, 32040.298) a été ajouté et 
l’extrait hydrosoluble a été lyophilisé pendant une nuit. Des volumes de 550 µL de D2O à 
99,9% (Euriso-top, D214FS) et de 5 µL de TSP (Alfa Aesar, A14489) à 1 mM ont été ajoutés. 
L’échantillon a finalement été transvasé dans un tube RMN en verre 178 mm (Norell, 508-
UP-7). 
 
II.3.5. Analyses métabolomiques par RMN 
 
Au préalable, le spectre de l’échantillon, calibré en δ sur le signal du TSP, a été 
réajusté à pH = 10 de telle sorte que le signal de la taurine (Tau) ait un déplacement chimique 
de 3,080 ± 0,003 ppm. Pour cela, quelques gouttes de solutions de NaOD (Alfa Aesar, 
042346) ou de DCl (Sigma-Aldrich, 543047-10G) diluées dans du D2O au 1/10e et au 1/33e 
respectivement, ont été, si nécessaire, ajoutées dans le tube. 
L’enregistrement du spectre RMN 1H 1D de l’échantillon a été réalisé sur un 
spectromètre 400 MHz (Bruker Avance), équipé d’une sonde TBO 5 mm multi-noyaux à 
triple résonance (Bruker) et à la température de 298 K. Une séquence de pré-saturation du 
signal de l’eau résiduelle (zgpr30) a été appliquée.  
Les paramètres d’acquisition des données, permettant notamment la quantification des 
métabolites, étaient les suivants :  
• taille du FID : TD = 64 K 
• nombre de scans : NS = 1024 
• fenêtre spectrale : SW = 6394 Hz 
• durée de l’impulsion : P1 = 4,56 µs (impulsion de 30°) 
• temps d’acquisition : AQ = 5,12 s 
• délai entre les impulsions : D1 = 2 s 
• taille du spectre : SI = 256 K 
• multiplication exponentielle : LB = 0,3 Hz 
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II.3.6. Attribution spectrale et bucketing 
 
Avant d’entreprendre toute analyse métabolomique par RMN 1H, nous avons choisi de 
réaliser l’attribution la plus exhaustive possible de l’ensemble des signaux observés sur le 
spectre de l’extrait hydrosoluble. Le choix de la taille de chaque bucket, ainsi que celui du 
nombre de buckets d’intérêt à conserver, sont primordiaux. Etant donné qu’un bucket donnera 
au final une variable, elle-même associée à un seul métabolite dans le meilleur des cas, il est 
nécessaire de connaître avec précision la nature du bucket considéré au départ. Ainsi, après les 
analyses statistiques, il est possible de directement corréler une variable à un métabolite 
donné. Par ailleurs, la réduction du nombre de données facilite les analyses statistiques qui 
suivent. L’obtention d’une matrice carrée, c'est-à-dire comportant un nombre d’échantillons 
égal au nombre de variables, est la situation optimale. Néanmoins, le nombre d’échantillons 
nécessaires la rend difficilement réalisable. 
Des bases de données métaboliques sont constituées au laboratoire pour chaque type 
cellulaire ou tissulaire donné. Nous avons la particularité de travailler à pH = 10, ce qui a été 
illustrée par une publication soumise en 2010 (Robert et al.). Le travail à pH = 10 a pour 
conséquence des variations dans le déplacement chimique des métabolites étudiés. Le 
métabolite illustrant le mieux ce phénomène est la taurine (Tau). En effet, O. Robert, un 
ancien doctorant du laboratoire, a montré que les déplacements chimiques de la Tau varient 
considérablement entre pH = 7 et 10. Alors qu’elle conduit à deux triplets à δ = 3,26 et 
3,43 ppm à pH = 7, un seul signal est observé à δ = 3,08 ppm à pH = 10 (Robert, 2004).  
Une grande partie des attributions a été effectuée par les anciens doctorants du 
laboratoire (Robert, 2004; Bon, 2008), principalement par ajout de standards (spikage) dans 
des échantillons et par des expériences RMN COSY 1H 2D. Pour les études réalisées au cours 
de cette thèse, nous avons complété ces attributions par spikage exclusivement. 
Les déplacements chimiques (δ, en ppm), la multiplicité des signaux (m) et les 
constantes de couplage (J, en Hz) de chaque métabolite présent dans les lignées cellulaires de 
GBM étudiées sont indiqués dans le tableau 6. La figure 25 montre le spectre RMN 1H d’un 
extrait hydrosoluble d’un échantillon de la lignée KILK2. Cette attribution s’applique aux 
autres types cellulaires de GBM étudiés. 
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Tableau 6. Données spectrales (RMN 1H) des métabolites présents dans les cellules de 
GBM à pH = 10 et pour δTau = 3,080 ± 0,003 ppm. 
Métabolite Structure 
Groupe-
-ment 
δ 
(ppm) 
m J (Hz) 
Acétate (Ace) H3C COO
12
 
2CH3 1,919 s - 
Alanine (Ala) 
NH2
H3C COO
1
2
3
 
2CH 
3CH3 
3,588 
1,376 
q 
d 
7,2 
7,2 
Aspartate (Asp) 
NH2
COO
1
2
3
OOC
4
 
2CH 
3CH2 
 
3,746 
2,742 
2,542 
dd 
ABd 
 
3,8/9,4 
3,8/15,5 
1,7/15,5 
Adénosine 
mono/di/tri-
phosphate (AXP) O
N
N
NH2
OHOH
OP
O
OH
O
1
2
3
4
5
6
1'
2'3'
4'
5'
N
N
7
8
9
H
n
n = 1, 2 ou 3
2CH 
8CH 
1’CH 
2’CH 
3’CH 
4’CH 
5’CH2 
8,276 
8,455 
6,16 
- 
- 
4,423 
4,23 
s 
s 
d 
- 
- 
m 
m 
- 
- 
4,5 
- 
- 
- 
- 
Choline (Cho) N
OH
H3C
H3C
H3C
1
2
 
1CH2 
2CH2 
N(CH3)3 
4,06 
3,52 
3,208 
- 
- 
s 
- 
- 
- 
Créatine (Cr) N
CH3
COOH2N
NH
1
23
4
 
2CH2 
4CH3 
3,933 
3,041 
s 
s 
- 
- 
Formate (For) H-COO  H-COO  8,460 s - 
Fumarate (Fum) 
OOC
COO1
2
 
2CH 6,521 s - 
Glutamate (Glu) 
OOC COO
NH2
1
2
3
4
5
 
2CH 
3CH2 
4CH2 
3,484 
1,98 
2,279 
dd 
- 
t 
5,2/7,2 
- 
8,0 
Glutamine (Gln) COO
NH2
1
2
3
45H2N
O
 
2CH 
3CH2 
4CH2 
3,453 
1,93 
2,343 
dd 
m 
t 
12,8/6,0 
- 
8,4 
Glutathion oxydé 
(GSH ox) 
H
N
N
H
O
COO
S
O
OOC
NH2
S
N
H
H
N COO
O
O
OOC
NH2
2 3
4
5 6
7
8
9
10
11
2
3
4 5
6 7 8 9 10
11
12
12
1
1
 
2CH 
3CH2 
4CH2 
7CH 
10CH2 
          
12CH2 
         
3,422 
1,98 
2,43 
4,80 
3,749 
3,809 
2,965 
3,319 
t 
- 
- 
- 
AB 
 
ABd 
 
6,5 
- 
- 
- 
17,3 
 
9,8/14,2 
4,3/14,2 
AB(d), système AB (dédoublé) ; d(d), doublet (dédoublé) ; m, multiplet ; q, quadruplet ; s, singulet ; t, triplet. 
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Tableau 6. (Suite) Données spectrales (RMN 1H) des métabolites présents dans les 
cellules de GBM à pH = 10 et pour δTau = 3,080 ± 0,003 ppm. 
Métabolite Structure 
Groupe-
-ment 
δ 
(ppm) 
m J (Hz) 
Glutathion réduit 
(GSH red) 
H
N
N
H
O
COO
S
O
OOC
NH2
2 3
4
5 6
7
8
9
10
11
12
1
2CH 
3CH2 
4CH2 
7CH 
10CH2 
         
12CH2 
         
3,48 
1,98 
2,45 
4,27 
3,749 
3,800 
2,805 
2,923 
- 
- 
- 
- 
AB 
 
ABd 
 
- 
- 
- 
- 
17,3 
 
7,9/13,3 
5,0/13,3 
Glycérophospho-
-rylcholine 
(GPCho) 
N
O
H3C
H3C
H3C
1'
2' P
OH
O
O
OH
OH
1
2
3
 
1CH2 
2CH 
3CH2 
1’CH2 
2’CH2 
N(CH3)3 
3,88 
3,88 
3,62 
4,334 
3,686 
3,235 
- 
- 
- 
m 
m 
s 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
Glycine (Gly) H2N COO
1
2  
2CH2 3,371 s - 
Isoleucine (Ile) H3C COO
CH3
NH2
1
234
5
6
 
2CH 
3CH 
4CH2 
         
5CH3 
6CH3 
3,41 
1,84 
1,21 
1,44 
0,915 
0,965 
- 
- 
- 
- 
t 
d 
- 
- 
- 
- 
7,4 
9,2 
Lactate (Lac) 
H3C COO
1
2
OH
3
 
2CH 
3CH3 
4,130 
1,331 
q 
d 
6,9 
6,9 
Leucine (Leu) 
H3C COO
NH2
1
2
3
4
5
6
CH3  
2CH 
3CH2 
4CH 
5CH3 
6CH3 
3,52 
1,60 
1,60 
0,932 
0,947 
- 
- 
- 
d 
d 
- 
- 
- 
5,7 
5,7 
Méthionine 
(Met) 
1
2
3
45
H3C
S COO
NH2  
2CH 
3CH2 
         
4CH2 
5CH3 
3,49 
1,91 
2,01 
2,59 
2,127 
- 
- 
- 
- 
s 
- 
- 
- 
- 
-
Phénylalanine 
(Phe) 
COO
NH2
1
2
3
4
5
6
7  
2CH 
3CH2 
         
5, 6, 7CH 
3,64 
2,93 
3,07 
7,330 
- 
- 
- 
m 
 
 
 
- 
Phosphoryl- 
-choline (PCho) 
N
O
H3C
H3C
H3C
1
2 P
OH
OH
O
 
1CH2 
2CH2 
N(CH3)3 
3,59 
4,166 
3,225 
- 
m 
s 
- 
- 
- 
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Tableau 6. (Suite) Données spectrales (RMN 1H) des métabolites présents dans les 
cellules de GBM à pH = 10 et pour δTau = 3,080 ± 0,003 ppm. 
Métabolite Structure 
Groupe-
-ment 
δ 
(ppm) 
m J (Hz) 
Phosphocréatine 
(PCr) 
N
CH3
COO
H
N
NH
1
23
4
P
HO
HO O  
2CH2 
4CH3 
3,951 
3,045 
s 
s 
- 
- 
Succinate (Succ) 
OOC
COO1
2
 
2CH2 2,405 s - 
Taurine (Tau) H2N
SO31
2
 
1,2CH2 3,080 s - 
Thréonine (Thr) HO
CH3
COO
NH2
1
23
4
 
2CH 
3CH 
4CH3 
3,184 
4,01 
1,230 
d 
- 
d 
5,2 
- 
6,6 
Tyrosine (Tyr) 
COO
NH2
1
2
3
4
5
6
7
HO  
2CH 
3CH2    (Ha) 
         (Hb) 
5CH 
6CH 
3,62 
2,84 
3,00 
7,111 
6,773 
- 
- 
- 
d 
d 
- 
- 
- 
8,7 
8,3 
Uracile 
mono/di/tri-
phosphate (UXP) O
N
NH
O
O
OHOH
OP
O
OH
O
1
2
3
4
5
6
1'
2'3'
4'
5'
n
n = 1, 2 ou 3
H
 
5CH 
6CH 
1’CH 
2’CH 
3’CH 
4’CH 
5’CH2 (Ha) 
         (Hb)
7,715 
5,886 
5,977 
4,49 
4,23 
4,16 
4,12 
4,21 
d 
d 
d 
- 
- 
- 
- 
- 
7,8 
7,7 
2,9 
- 
- 
- 
- 
- 
Valine (Val) H3C
CH3
NH2
COO
1
23
5
4
 
2CH 
3CH 
4CH3 
5CH3 
3,326 
2,10 
0,926 
0,988 
d 
- 
d 
d 
4,9 
- 
7,0 
7,0 
NB: Les valeurs en italique signifient qu’elles n’ont pas pu être déterminées avec certitude. Ces valeurs ont été 
attribuées à partir de la base spectrale des composés purs. 
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Figure 25. Attribution du spectre RMN 1H d’un extrait hydrosoluble d’un échantillon de 
la lignée KILK2 : (A) spectre total ; (B) zoom de la région aromatique (8,5-5,8 ppm)
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GPCho
UXP
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UXP PCho
Lac
?
?
PCr
Cr
?
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GSH
C
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? Asp
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Figure 25. (Suite) (C), (D) et (E) zooms de la région aliphatique (4,6-2,6 ppm).
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2,4 2,22,5 2,3
GSH
Gln
Asp Résidus des tubes 
en plastique
Met?
Succ
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ppm
?
F
2,0 1,8 1,6
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?
ppm1,9 1,7 1,5
G
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?
?
?
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H
 
Figure 25. (Suite) (F) et (G) zooms de la région aliphatique (2,6-1,4 ppm) ; (H) zoom de 
la région des groupements méthyles (1,4-0,8 ppm).
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II.3.7. Traitement des spectres, des données et analyses statistiques 
 
Le traitement des spectres RMN (calibration, phasage et correction de la ligne de base) 
des échantillons a été effectué avec le logiciel Topspin® 2.0 (Bruker). Des bases de spectres 
ont ensuite été constituées à l’aide du logiciel KnowItAll® (Bio-Rad). Le découpage des 
spectres par intelligent bucketing a été réalisé et un premier tri des buckets inutiles ou 
artéfactuels a été effectué.  
La matrice obtenue rassemblait l’ensemble des variables Xi, pour chaque individu (ou 
échantillon) Yj considéré. Pour un individu Y d’un groupe donné (exemples de groupes : 
Témoins, U87-FTI...), chaque variable X a été normalisée et exprimée en « Anormalisée/mg de 
protéines », selon l’équation 1’ suivante : 
 
(Anormalisée / mg de protéines) = AX . ΣAXi’ / (ATSP . ΣAXi’ . QY)  (1’)   
Avec : AX = aire de la variable X ; ΣAXi’ = moyenne de la somme des aires des 
variables Xi’ de chaque individu Yj’ appartenant à un groupe donné ; ATSP = aire du signal du 
TSP ; ΣAXi’ = somme des aires des variables Xi’ de l’individu Y considéré et QY = quantité de 
protéines (en mg) mesurée pour l’individu Y. 
 
A partir de cette matrice de données, des analyses univariées non supervisées et 
supervisées ont été effectuées à l’aide d’un programme développé au laboratoire sur le 
logiciel libre R 2.8.1, ainsi que des analyses multivariées non supervisées et supervisées à 
l’aide du logiciel SIMCA P+ 12.0 (Umetrics). Sous le logiciel SIMCA, les variables ont été 
au préalable centrées sur leur moyenne et une réduction de leurs valeurs en UV (Unit 
Variance) a parfois été nécessaire. Les analyses ont été systématiquement effectuées pour 
comparer un groupe d’individus par rapport à un autre groupe. L’exemple d’une comparaison 
détaillée est présenté pour l’étude métabolomique du projet FTI-277 (partie II). 
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II.4. Etudes lipidomiques 
 
Le broyage et l’extraction des cellules, la récupération de la phase liposoluble, la 
préparation des échantillons, le dosage des protéines, les dérivations (si nécessaire), les 
analyses et le traitement des données ont été effectués au Plateau de Lipidomique dirigé par 
Justine Bertrand-Michel (IFR 150, www.ifr150.toulouse.inserm.fr/page.asp?page=1726). La 
récupération, le broyage et l’extraction des cellules, la récupération de la phase liposoluble et 
la préparation des échantillons ont été effectués par notre équipe. Les autres étapes ont été 
assurées par l’équipe d’accueil. Le protocole standard pour les études lipidomiques est, à 
partir de l’étape de broyage et d’extraction des cellules, celui du Plateau de Lipidomique. 
L’analyse des chromatogrammes, l’intégration de l’aire des pics et la quantification des 
lipides ont été effectuées par l’équipe du Plateau de Lipidomique. Nous allons considérer le 
cas d’un échantillon. 
 
II.4.1. Récolte des cellules 
 
Le regroupement de plusieurs boîtes ø 100 mm était souvent nécessaire pour constituer 
un échantillon. Pour un échantillon donné, le milieu de culture a été aspiré, puis le tapis 
cellulaire a été lavé deux fois avec 6 mL de PBS (PAA, H15-002) par boîte. Les cellules ont 
ensuite été grattées et récupérées avec 1,5 mL de PBS. Après centrifugation (50 x g, 5 min), le 
surnageant a été éliminé. Le culot cellulaire a aussitôt été plongé dans de l’azote liquide et un 
flux d’azote a ensuite été passé. Le culot cellulaire a été conservé à -80°C jusqu’à son 
extraction. 
 
II.4.2. Broyage des cellules 
 
Le culot cellulaire, placé sur de la glace, a été resuspendu dans un volume de 2 mL 
d’un mélange de MeOH/solution aqueuse d’EGTA à 5 mM (2:1, v/v) et broyé à l’aide d’un 
appareil Fast-Prep (MP Biochemicals). Une aliquote de 50 µL a été prélevée, évaporée à sec 
puis dissoute dans 0,2 mL de NaOH 0,1 M pendant une nuit. La quantité de protéines a été 
déterminée par le test de Bio-Rad. 
 
II.4.3. Extraction des cellules et préparation des échantillons 
 
Les lipides sont classés selon leur structure mais, d’un point de vue analytique, ils sont 
regroupés en fonction de leurs propriétés physico-chimiques. Le Plateau de Lipidomique 
propose notamment l’analyse des phospholipides (PL), celle des lipides neutres (cholestérol, 
dérivés du cholestérol, di- et tri-glycérides : LN) et enfin celle des céramides/sphingomyélines 
(Cer/SMe).  
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Le broyat cellulaire a été fractionné en trois échantillons destinés à chaque groupe de 
lipides à analyser : PL, LN et Cer/SMe. Les trois échantillons ont subi une extraction 
biphasique selon la méthode de Bligh & Dyer (Bligh & Dyer, 1959), avec des proportions 
volumiques de 2,5:2,5:2,1 (CHCl3/MeOH/H2O). 
 
II.4.3.1. Extraction, préparation et analyse des PL 
 
A 0,9 mL d’homogénat cellulaire, un volume de 10 μL de PG16 (standard interne) à 
1 mg/mL a été ajouté. Des volumes de 1,9 mL de MeOH (Sigma-Aldrich, 34860), 1,7 mL 
d’eau Milli-Q (Maxima UltraPure Water, Elga) et 2,5 mL de CHCl3 (Sigma-Aldrich, 34854) 
ont ensuite été successivement ajoutés. La phase liposoluble a été récupérée puis évaporée à 
sec sous flux d’azote et reprise dans l’éluant A. Cet éluant consistait en un mélange 
d’hexane/isopropanol/triéthylamine/acide acétique glacial (82/18/0,014/0,5 v/v/v/v).  
L’analyse a été effectuée sur une chaîne de chromatographie liquide haute 
performance (HPLC) (Dionex Summit) couplée à un détecteur à diffraction dynamique de 
lumière (Polymer Laboratory ELS 2100). Le débit d’azote était de 1,8 mL/min. Les 
températures d’évaporation et du nébulisateur étaient respectivement de 50 et 80 °C. Une 
cartouche de garde DIOL (2,1 x 10 mm, Interchim) et une colonne analytique 
Uptisphere 6OH (2,1 x 250 mm, 5 µm, Interchim) ont été utilisées. La phase mobile B était 
constituée d’un mélange d’isopropanol/eau Milli-Q/triéthylamine/acide acétique glacial 
(85/15/0,014/0,5 v/v/v/v). Le volume d’injection était de 50 μL et le débit de 0,25 mL/min. La 
séparation des PL a été réalisée en effectuant un gradient de phase mobile B. La proportion 
de B a commencé à 5% puis a augmenté de manière linéaire jusqu’à 35% au bout de 35 min, 
est ensuite redescendue à 5% en 1 min et est enfin restée à 5% pendant 10 min. 
 
II.4.3.2. Extraction, préparation et analyse des LN 
 
A 0,5 mL de broyat cellulaire, des standards internes ont été ajoutés : 1 µg de 
stigmastérol, 1 µg d’heptadécanoate de cholestérol, 1 µg de triheptadécanoate de glycérol et 
1 µg de 1,3-dimyristine. Des volumes de 1 mL de MeOH, 0,9 mL d’eau Milli-Q et 1,4 mL de 
CHCl3 ont ensuite été successivement ajoutés. L’extrait cellulaire a été centrifugé (435 x g, 
2 min). La phase liposoluble a été évaporée à sec sous flux d’azote.  
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Les LN ont été séparés des autres lipides sur colonne en verre SPE (Macherey Nagel, 
CHROMABOND pure silicium 200 mg). L’extrait a dans un premier temps été repris par 
20 µL de CHCl3 puis déposé sur la colonne conditionnée au préalable par 2 mL de CHCl3. 
Les LN ont été élués par 2 mL de CHCl3 puis évaporés à sec. Ils ont ensuite été dissous dans 
20 µL d’AcOEt. 
 
Les LN ont été analysés par chromatographie en phase gazeuse (FOCUS Thermo 
Electron). Un volume de 1 µL a été injecté dans une colonne capillaire en silice fondue 
Zebron-1 (5 m x 0,32 mm de diamètre interne, 0,5 μm d’épaisseur du film, Phenomenex) 
(Barrans et al., 1994). La température du four a été programmée pour passer de 200 à 350°C à 
raison de 5°C/min. Le gaz vecteur était de l’hydrogène à 0,5 bar. Les températures de 
l’injecteur et du détecteur étaient respectivement de 315 et 345°C. 
 
II.4.3.3. Extraction, préparation et analyse des Cer/SMe 
 
A 0,5 mL de broyat cellulaire, 2 µg du standard interne céramide NC15 a été ajouté, 
préparé selon Vieu et ses collaborateurs (Vieu et al., 2002). Des volumes de 1 mL de MeOH, 
0,9 mL d’eau Milli-Q et 1,4 mL de CHCl3 ont ensuite été successivement ajoutés. L’extrait 
cellulaire a été centrifugé (435 x g, 2 min). La phase liposoluble a été récupérée puis évaporée 
à sec sous flux d’azote. L’extrait a ensuite subi une hydrolyse alcaline douce en présence de 
1 mL d’une solution méthanolique de NaOH 0,6 M pendant 5 min à température ambiante. 
Après neutralisation, ré-extraction (selon la méthode de Bligh & Dyer) et évaporation à sec, 
l’extrait a subi une silylation en présence de 50 µL d’une solution de N,O-
bis(triméthylsilyl)trifluoroacétamide (BSTFA) contenant 1% de TMSCl/CH3CN (1:1), à 
température ambiante pendant une nuit (TMSCl : chlorure de triméthylsilyle). 
L’analyse des Cer/SMe a été effectuée par chromatographie en phase gazeuse (Hewlett 
Packard, 4890) selon Vieu et ses collaborateurs (Vieu et al., 2002) et un volume de 5 µL a été 
injecté dans une colonne capillaire en silice fondue RTX-50 (30 m x 0,32 mm de diamètre 
interne, 0,1 μm d’épaisseur du film, RESTEK). La température du four a été programmée 
pour passer de 195 à 310°C à raison de 3,5°C/min. Le gaz vecteur était de l’hydrogène à 
0,5 bar. Les températures de l’injecteur et du détecteur étaient respectivement de 310 et 
340°C. 
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III. Description des protocoles des différents projets 
 
III.1. Projet RR vs RS 
 
III.1.1. Etude métabolomique 
 
Pour cette étude, les quatre lignées cellulaires U87, U251, SF763 et SF767 ont été 
cultivées à l’ICR par Caroline Delmas. Les cellules ont été mises en culture monocouche sous 
atmosphère humide à 5% de CO2 et à 37°C, dans du milieu nutritif complet constitué de 
DMEM contenant de la L-glutamine, du pyruvate de sodium et 4,5 g/L de glucose (Lonza, 
BE12-604F) supplémenté avec 10% de SVF (PAN™, 3301-P0261003). Pour chaque lignée 
cellulaire, les cellules ont été ensemencées à J0 dans plusieurs boîtes ø 140 mm de telle sorte 
qu’à J4 les cellules soient récoltées à 60% de confluence (estimée visuellement par 
l’expérimentatrice). Quatre à six boîtes, selon les lignées, étaient ainsi nécessaires pour 
constituer un échantillon final.  
Le milieu de culture a été aspiré, puis le tapis cellulaire a été lavé avec du NaCl 0,9%. 
Les cellules ont ensuite été décollées avec 1 mL par boîte de trypsine-EDTA (Gibco-
Invitrogen, 25300) pendant 30 s pour les lignées U87 et U251, et pendant 5 min à 37°C pour 
les lignées SF763 et SF767. Les cellules ont ensuite été récupérées avec 20 mL de NaCl froid 
en regroupant les boîtes nécessaires pour constituer un échantillon. Les cellules ont été 
comptées puis centrifugées (311 x g, 4°C, 3 min). Le surnageant a été éliminé et le culot 
cellulaire vortexé (10 s) avec 10 mL de NaCl froid. Après une nouvelle centrifugation, le 
surnageant a été éliminé et le culot cellulaire conservé dans de la glace. Des volumes de 2 mL 
de MeOH (RPE-quality, Carlo Erba Reactifs), 0,75 mL de CHCl3 (RPE-quality, Carlo Erba 
Reactifs) et 0,5 mL d’eau Milli-Q (Purelab Maxima, Elga) ont été successivement ajoutés au 
culot cellulaire (MeOH/CHCl3/H2O, 8:3:2). Le mélange cellulaire a été vortexé, transféré au 
laboratoire et conservé à -80°C jusqu’à séparation des phases.  
La quantité de TSP ajouté dans les tubes RMN était de 10 µL à 1 mM. Les spectres 
RMN 1H ont été enregistrés selon les paramètres d’acquisition suivants : TD = 64 K, 
NS = 128, SW = 6394 Hz, P1 = 4,56 µs (30° d’impulsion), AQ = 5,12 s, SI = 256 K et 
D1 = 2 s. Avant toute analyse statistique et pour un individu (échantillon) donné, ses variables 
ont été normalisées en divisant leurs valeurs par la somme de ses variables (divided by). Dix 
échantillons (n = 10) par lignée ont été obtenus pour l’étude métabolomique du projet RR vs 
RS. Ces échantillons ont été obtenus en treize expériences distinctes. 
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III.1.2. Etude lipidomique 
 
Les lignées cellulaires U87, U251, SF763 et SF767 ont été ensemencées séparément à 
J0 dans plusieurs boîtes ø 140 mm à une densité de 1,5.106, 2,6.106, 1.106 et 3.106 cellules par 
boîte, respectivement. Les cellules ont été récoltées à 60% de confluence à J2 pour les U87, 
U251 et SF767 et à J3 pour les SF763. Alors qu’une seule boîte suffisait pour constituer un 
échantillon pour les lignées U87, U251 et SF767, deux boîtes étaient nécessaires pour la 
lignée SF763. Le protocole standard pour les études lipidomiques a été utilisé. Seuls les 
volumes de lavage des tapis cellulaires (10 mL) et de PBS pour récupérer les cellules 
(2 mL/boîte) ont été modifiés. Cinq échantillons (n = 5) ont été obtenus pour la lignée SF767, 
six échantillons (n = 6) pour les lignées U251 et SF763 et sept échantillons (n = 7) pour la 
lignée U87. Ces échantillons ont été obtenus en deux expériences distinctes pour chaque 
lignée. 
 
III.1.3. Etude métabolomique de l’effet de l’hémicholinium 
 
Pour cette étude, le protocole de traitement des cellules a été établi à partir des travaux 
de Daly et de ses collaborateurs (Daly et al., 1987). Les lignées cellulaires U87, U251, SF763 
et SF767 ont été ensemencées séparément à J0 dans plusieurs boîtes ø 140 mm à une densité 
de 0,9.106, 2,3.106, 1.106 et 3.106 cellules par boîte, respectivement. Pour chaque lignée, 
quatre boîtes étaient nécessaires pour constituer un échantillon. A J2, le milieu des boîtes a été 
retiré et remplacé par du milieu complet seul pour la moitié d’entre elles (échantillons 
contrôles) et par du milieu complet avec de l’hémicholinium (HC-3) (H108, Sigma-Aldrich) à 
une concentration finale de 100 μM pour l’autre moitié (échantillons HC-3). Au bout de 8 h, 
les cellules ont été récoltées à 60% de confluence.  
Le protocole standard pour les études métabolomiques a été appliqué. Seuls les 
volumes de lavage des tapis cellulaires (8 mL) et de trypsine par boîte (1 mL) ont été 
modifiés. Le dosage des protéines n’a pas été effectué. Par ailleurs, seule une analyse 
multivariée non supervisée (ACP) a été réalisée, suivie de metabolic targeting. Pour cela, 
l’aire des signaux des métabolites les plus abondants a été déterminée. Chaque aire a ensuite 
été normalisée par la somme des aires mesurées sur chaque spectre (aire relative par rapport à 
la somme des aires). Nous nous sommes principalement intéressés à l’aire relative des 
composés à choline hydrosolubles (Cho, PCho et GPCho). Trois échantillons (n = 3), en trois 
expériences distinctes, ont été obtenus pour les conditions suivantes : U87, U251, U251 HC-
3, SF763, SF763 HC-3, SF767 et SF767 HC-3. Quatre échantillons (n = 4) ont été récoltés 
pour la condition U87 HC-3. 
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III.1.4. Etude du métabolisme des PtdCho par marquage deutéré 
 
Suite à de nombreux échecs pour appliquer le protocole d’étude du métabolisme des 
PtdCho par marquage à la choline tritiée (Miquel et al., 1998), nous avons entrepris de mettre 
au point un nouveau protocole. Ce protocole, utilisant la choline deutérée comme précurseur, 
est inspiré de plusieurs protocoles décrits dans la littérature (Hunt et al., 2002; Koc et al., 
2002; Rau et al., 2003; Bleijerveld et al., 2006; Postle et al., 2007). La méthode analytique 
pour détecter tous les composés à cholines marqués et non marqués est la HILIC-ESI-
MS/MS. Ce travail a été valorisé par une publication acceptée en 2010 (Desoubzdanne et al., 
2010). 
 
III.1.4.1. Ensemencement et traitement des cellules 
 
Les lignées cellulaires U87, U251, SF763 et SF767 ont été ensemencées séparément à 
J0 dans plusieurs boîtes ø 100 mm à une densité cellulaire de 0,3.106, 0,3.106, 0,25.106 et 
0,45.106 cellules par boîte, respectivement. A J3, le milieu de toutes les boîtes a été retiré et 
remplacé par du milieu complet contenant 1 mM final de chlorure de [triméthyl-d9]-choline 
(d9-Cho) (Euriso-top®, DLM-549-1), soit 97% d’enrichissement en choline dans le milieu 
(Hunt et al., 2002). Trois échantillons (n = 3), sur trois expériences distinctes, ont été obtenus 
pour chacune des lignées et pour chaque temps. Nous allons décrire le protocole pour un 
échantillon donné. 
 
III.1.4.2. Récupération et extraction des cellules 
 
Pour chacune des lignées, trois boîtes étaient nécessaires pour constituer un 
échantillon. Aux temps 0,5, 1, 1,5, 3, 5 et 8 h, les deux premières étapes du protocole standard 
pour les études métabolomiques (récupération et extraction des cellules) ont été appliquées. 
 
III.1.4.3. Séparation des phases et préparation des échantillons 
 
Dans le mélange biphasique, 2 nmol de standards internes (SI) de [d13]-choline (d13-
Cho) (Euriso-top®, DLM-3015-0.1) et de PtdCho 17:0/17:0 (Avanti Polar Lipids, 172977) ont 
été ajoutés, puis le mélange a été vortexé. La séparation des phases a été réalisée par 
centrifugation (700 x g, 4°C, 10 min). La phase hydrosoluble a de nouveau été centrifugée et 
le surnageant récupéré. Les phases lipo- et hydrosolubles ont été évaporées à sec au SpeedVac 
pendant 1 et 6 h, respectivement. Les extraits lipo- et hydrosolubles ont été re-suspendus 
respectivement dans 200 μL d’un mélange MeOH/CHCl3 (2:1) et 200 μL d’eau Milli-Q, puis 
transférés dans des vials avec inserts. Les échantillons ont été conservés à 4°C jusqu’à leur 
analyse. 
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III.1.4.4. Conditions chromatographiques 
 
Les échantillons lipo- et hydrosolubles ont été analysés sur un chromatographe liquide 
Agilent 1100 (Agilent Technologies), couplé à un spectromètre de masse Q/Trap (Applied 
Biosystems/MDS Sciex). Le chromatographe est constitué d’une pompe binaire avec 
dégazeur et d’un injecteur automatique. Une cartouche de garde SecurityGuard Cartridge 
Silica (4 x 3,0 mm, Phenomenex®) et une colonne Atlantis™ HILIC Silica (3,0 x 100 mm, 
3 µm, Waters) ont été utilisées.  
 
Le volume d’injection était de 30 μL pour les deux types d’échantillons et le débit de 
600 μL/min. La phase mobile A était une solution aqueuse d’acétate d’ammonium (AceA) à 
10 mM et à pH = 3, alors que la phase mobile B était constituée d’acétonitrile (ACN) 
contenant 5% d’AceA à 200 mM et pH = 3.  
Pour la séparation des composés liposolubles, la séquence pour la phase mobile a été 
la suivante : 10% de A pendant 1 min ; augmentation linéaire pendant 9 min jusqu’à 45% 
de A ; diminution linéaire pendant 1 min jusqu’à 10% de A ; stabilité pendant 20 min.  
 
En ce qui concerne la séparation des composés hydrosolubles, la séquence pour la 
phase mobile a été la suivante : 10% de A pendant 1 min ; augmentation linéaire pendant 9 
min jusqu’à 35% de A ; augmentation linéaire pendant 2 min jusqu’à 45% de A ; stabilité 
pendant 2 min ; diminution linéaire pendant 1 min jusqu’à 10% de A ; stabilité pendant 
10 min. Ces conditions chromatographiques ont permis d’avoir une bonne résolution des pics 
des composés lipo- et hydrosolubles.  
 
La figure 26 représente les chromatogrammes de composés deutérés hydro- et 
liposolubles d’un échantillon de la lignée SF767 à t = 8 h. Les temps de rétention des 
composés seront décrits dans le tableau 7. 
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Figure 26. (A) Chromatogrammes des composés hydrosolubles marqués et du SI 
correspondant ; (B) Chromatogrammes de certains composés liposolubles marqués et du 
SI correspondant. Abréviations : cps, coups par seconde ; SI, standard interne. 
 
III.1.4.5. Conditions de détection des composés en MS 
 
Pour des raisons techniques et de coût, l’optimisation des conditions de détection des 
composés à choline deutérés en MS a été réalisée à partir des composés non deutérés 
correspondants. Les réponses ioniques changent en fonction des variations de masse et du 
nombre d’insaturations dans le cas des lipides (Koivusalo et al., 2001; Postle et al., 2007). 
Pour cette étude, nous avons néanmoins considéré que la réponse ionique de chaque composé 
deutéré était relativement proche de celle de son homologue non deutéré. 
L’identification des métabolites et des phospholipides deutérés et non deutérés a été 
réalisée sur un spectromètre de masse triple quadripôle Q/Trap avec une source d’ionisation 
Turbo spray (Applied Biosystems/MDS Sciex) en mode positif. La tension du spray ionique 
était de 5 000 V. Le declustering potential était de 35 V pour d9-GPCho et GPCho, 45 V pour 
Cho, d9-Cho, d13-Cho, PCho, d9-PCho, CDP-Cho et d9-CDP-Cho, et 70 V pour tous les lipides 
marqués et non marqués. L’énergie de collision était de 21 V pour d9-GPCho et GPCho, 25 V 
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pour Cho, d9-Cho et d13-Cho, 30 V pour PCho, d9-PCho, CDP-Cho et d9-CDP-Cho, et 28 V 
pour tous les lipides marqués et non marqués. L’azote a été utilisé comme gaz de nébulisation 
et de collision. La température de la source était de 450°C. L’analyse des métabolites et des 
lipides a été effectuée en modes balayage et MRM, par le logiciel Analyst 1.4.2 (Applied 
Biosystems/MDS Sciex). 
La détermination des transitions ioniques des différents composés a été réalisée par 
injection directe de composés standards non marqués, dans un premier temps, puis sur des 
échantillons tests avec les composés deutérés. Pour chaque composé marqué et non marqué, 
une transition spécifique entre l’ion parent (Q1) et un ion fragment (Q3) a été sélectionnée. Le 
tableau 7 liste les transitions ioniques et les temps de rétention de tous les composés à choline 
étudiés (marqués et non marqués). 
Tableau 7. Transitions ioniques et temps de rétention des composés à choline 
Composés à choline Q1 [M + H]
+ 
(m/z) 
Q3 
(m/z) 
Temps de 
rétention (min)
Métabolites    
 Cho 104,0 60,0 7,7 
 d9-Cho  113,2 69,1 “ 
 d13-Cho (SI) 117,2 69,1 “ 
 PCho  184,1 124,9 13,1 
 d9-PCho 193,0 124,9 “ 
 CDP-Cho 489,2 264,1 12,2 
 d9-CDP-Cho 498,2 273,1 “ 
 GPC  258,0 104,0 11,0 
 d9-GPC 266,8 113,1 “ 
Lipides     
 PtdCho 16:0/14:0 706,8 184,0 “ 
  16:0/16:0 (courbe de calibration) 734,7 “ “ 
  16:0/16:1 732,7 “ “ 
  16:0/18:1 760,7 “ “ 
  16:0/18:2 758,8 “ “ 
  18:0/18:2 786,7 “ “ 
  16:0/20:4 782,7 “ “ 
  16:0alk/16:0 721,8 “ “ 
  16:0alk/18:0 748,8 “ “ 
  17:0/17:0 (SI) 763,0 184,0 “ 
 d9-PtdCho 16:0/14:0 716,0 193,0 4,4 
  16:0/16:0 743,8 “ “ 
  16:0/16:1 741,8 “ “ 
  16:0/18:1 769,7 “ “ 
  16:0/18:2 768,0 “ “ 
  18:0/18:2 795,8 “ “ 
  16:0/20:4 791,8 “ “ 
  16:0alk/16:0 730,0 “ “ 
  16:0alk/18:0 757,8 “ “ 
 L-PtdChoa 18:1 (courbe de calibration) 522,0 184,0 5,9 
 d9-L-PtdChoa 18:1 531,0 193,0 “ 
 SMea d18:1/16:0 704,0 184,0 5,3 
 d9-SMea d18:1/16:0 713,0 193,0 “ 
 SMe  d18:1/6:0 (courbe de calibration) 563,8 184,0 “ 
a Les espèces moléculaires sélectionnées étaient les plus abondantes pour ces composés. 
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III.1.4.6. Evaluation de l’effet matrice et courbes de calibration  
 
L’effet matrice dans les échantillons hydro- et liposolubles a été évalué avec les 
composés d9-Cho et SMe d18:1/6:0 (Avanti Polar Lipids, 860 582P), respectivement. Ces 
deux composés ont été choisis car ils n’existent pas à l’état naturel dans les cellules.  
Les volumes des échantillons dans les vials, le volume d’injection, la quantité du 
standard interne et les conditions analytiques étaient les mêmes que celles décrites 
précédemment. 
Les courbes de calibration des deux composés ont été effectuées dans un premier 
temps dans des extraits de cellules SF767 hydro- et liposolubles. Puis, ces courbes ont été 
réalisées dans de l’eau Milli-Q pour la d9-Cho et dans le mélange MeOH/CHCl3 (2:1) pour la 
SMe d18:1/6:0. Chaque courbe de calibration a été réalisée avec trois injections pour chaque 
quantité (en picomole) de composé (Fig. 27). Le facteur de réponse relatif (FRR) correspond, 
pour un composé donné, au ratio de l’aire du pic du composé sur l’aire du pic du SI, multiplié 
par la quantité du SI. Il est donc possible de directement déterminer la quantité de chaque 
composé, en tenant compte du volume initial (200 µL) et du volume injecté (30 µL).  
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Figure 27. Courbes de calibration de : (A) la d9-Cho dans un extrait hydrosoluble de 
cellules SF767 (■) et dans l’eau Milli-Q (●) ; (B) la SMe d18:1/6:0 dans un extrait 
liposoluble de cellules SF767 (■) et dans un mélange MeOH/CHCl3 (2:1) (●). 
Abréviation : FRR, facteur de réponse relatif. 
 
Pour les deux composés, les courbes de calibration sont sensiblement identiques dans 
la matrice cellulaire et dans le solvant approprié. L’effet matrice a donc été considéré comme 
négligeable à la fois dans les extraits hydro- et liposolubles. Les courbes de calibrations 
externes présentées dans la figure 28 ont ainsi été réalisées dans les solvants appropriés (eau 
Milli-Q pour les extraits hydrosolubles et MeOH/CHCl3 (2:1) pour les extraits liposolubles). 
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Figure 28. Courbes de calibration de : (A) GPCho (■) et CDP-Cho (●) ; (B) PCho ; (C) 
PtdCho 16:0/16:0 ; (D) L-PtdCho 18:1. 
 
III.1.4.7. Cinétiques d’incorporation, de formation et du turnover des composés 
deutérés 
 
Hormis pour le composé d9-Cho, toutes les courbes de calibration des composés 
marqués ont été effectuées avec leur homologue non deutéré respectif. Pour les PtdCho, seule 
la PtdCho 16:0/16:0 a été utilisée. C’est pourquoi, en ce qui concerne les données qui ont 
permis de tracer les cinétiques d’incorporation ou de formation des composés deutérés, les 
valeurs ont été considérées comme pseudo-quantitatives.  
Comme les données ont été obtenues lors de trois expériences différentes pour 
chacune des lignées, les valeurs des cinétiques sont exprimées en nanomole par milligramme 
de protéines (ou en nanomole par million de cellules, voir Annexe 2), plus ou moins l’écart-
type (Standard Deviation ou SD). Les valeurs du turnover des composés marqués (± SD) 
correspondent au pourcentage de la quantité d’un composé marqué donné par rapport à la 
somme des quantités du composé et de son homologue non deutéré. 
Pour comparer deux groupes de données, des tests de Student ont été réalisés. Les 
résultats ont été considérés comme significatifs pour des valeurs inférieures à 5% (p < 0,05). 
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III.1.5. Etudes transcriptomique et par qRT-PCR  
 
Les lignées cellulaires U87, U251, SF763 et SF767 ont été ensemencées séparément à 
J0 dans plusieurs boîtes ø 100 mm à une densité de 0,75.106, 1,3.106, 0,5.106 et 1,5.106 
cellules par boîte, respectivement.  
Une seule boîte par échantillon a été nécessaire pour chaque lignée. Les cellules ont 
été récoltées à 60% de confluence à J2 pour les quatre lignées. Les boîtes ont été placées sur 
de la glace. Le milieu de culture a été aspiré, puis le tapis cellulaire a été lavé deux fois avec 
10 mL de PBS froid par boîte. Les boîtes ont été parafilmées et aussitôt placées à -20°C 
jusqu’à l’extraction des ARN.  
Les ARN ont été extraits à l’aide d’un kit Qiagen RNeasy® (Qiagen, 74 104) suivant le 
protocole fourni dans le kit. Après extraction, les ARN ont été conservés à -80°C jusqu’à leur 
utilisation. 
 
III.1.5.1. Etude transcriptomique 
 
En ce qui concerne l’étude transcriptomique, quatre échantillons (n = 4) en quatre 
expériences distinctes ont été obtenus pour chacune des lignées. La qualité des ARN a été 
vérifiée par électrophorèse sur gel d’agarose (0,8%) dénaturant avec la détection des deux 
bandes d’ARN ribosomaux 18s et 28s (1,9 et 5 kb respectivement).  
 
Les échantillons ont été transférés à la plateforme Biopuces de la Génopole Toulouse 
Midi-Pyrénées, située sur le campus de l’INSA à Rangueil et dirigée par Véronique le Berre 
(www.genotoul.fr). Ils ont été étudiés sur seize biopuces (ou lames) RNG_Human_25K 
(environ 26000 gènes) commandées auprès du Laboratoire d’exploration fonctionnelle du 
génome (CEA, Evry) et livrées à la plateforme.  
 
Le plan expérimental a consisté à mélanger les seize extraits d’ARN comme référence 
commune sur chaque lame marquée au fluorophore vert Cy3. Les ADNc d’intérêt ont été 
marqués au fluorophore rouge Cy5. L’hybridation, le marquage par des fluorophores 
(cyanines Cy3 et Cy5), le dépôt sur les lames (un échantillon par lame avec une référence 
commune) et le traitement des images ont été réalisés par l’équipe de la plateforme.  
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Le traitement des données a ensuite été réalisé par notre groupe à l’aide des logiciels 
Bioplot et Bioclust, disponibles en ligne sur le site de la plateforme et mis au point par les 
chercheurs de la plateforme. Dans un premier temps, l’expression des gènes codant pour les 
protéines susceptibles d’être impliquées dans la biosynthèse des PtdCho a été vérifiée dans les 
quatre lignées cellulaires. La liste des gènes étudiés et présents sur les lames (n = 26) est la 
suivante : CHAT, CHDH, CHKA, CHPT1, COLQ, LYPLA1, PCYT1B, PLA2G6, PLCB1, 
PLCB2, PLCB3, PLCB4, PLCD1, PLCD3, PLCD4, PLCE1, PLCG1, PLCG2, PLCH1, 
PLCL1, PLCL2, PLCXD1, PLCXD2, PLCXD3, PLCZ1 et SLC5A7. Les conditions de 
traitement des données étaient les suivantes : prétraitement (mean intensity), normalisation 
(quantile), conversion en échelle logarithmique (log10) et résultats affichés à l’echelle 
normale. 
 
Dans un deuxième temps, la recherche de gènes différentiellement exprimés dans les 
lignées RR par rapport aux lignées RS a été effectuée. La première étape a consisté à vérifier 
l’homogénéité des lames à l’aide du logiciel Bioclust. Les données ont ensuite été traitées 
dans les conditions suivantes : prétraitement (mean intensity), normalisation (quantile), 
conversion en échelle logarithmique (log10), élimination des données négatives (not negative), 
seuil (p < 0,1). Entre deux groupes d’échantillons donnés (cellules radiorésistantes RR vs 
cellules radiosensibles RS), un gène était considéré comme sur- ou sous-exprimé si le ratio de 
son expression était inférieur à 0,714 ou supérieur à 1,4 (0,714 > ratio > 1,4), et si cette 
condition était respectée lorsqu’étaient comparées les lignées U87 vs U251, U87 vs SF767, 
SF763 vs U251 et SF763 vs SF767. 
 
Ces données transcriptomiques ont ensuite été retraitées sous le logiciel libre R, 
complété du package Limma, avec l’aide de Pascal Martin, ingénieur de recherche au 
laboratoire de Toxicologie Intégrative et Métabolisme (INRA, UR66), et chercheur de la 
plateforme Biostatistique de la Génopole Toulouse Midi-Pyrénées. Les gènes se situant dans 
le bruit de fond ont été éliminés, ce qui a permis de sélectionner environ 15000 gènes. Les 
données ont ensuite été normalisées (lowess), puis converties en échelle logarithmique (log2) 
et une correction du bruit de fond a été effectuée sur les lames (background correction). 
L’homogénéité des lames intra-lignées a été vérifiée, ce qui a conduit à appliquer un poids 
différent pour chaque lame (pondération). L’expression des gènes a ensuite été vérifiée entre 
le groupe des lignées RR vs RS.  
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Un gène était considéré comme sur- ou sous-exprimé si la confiance de prédiction 
FDR (False Discovery Rate) était inférieure à 5% (FDR < 5%) et si la différence du log2 de 
son expression (log2 A – log2 B) était différente de zéro (A est l’expression du gène dans une 
lignée RR et B celle dans une lignée RS). Ces conditions devaient être respectées à chaque 
fois pour les conditions suivantes : U87 vs U251, U87 vs SF767, SF763 vs U251 et SF763 vs 
SF767.  
 
En fixant un FDR moins astringent (FDR < 20%), P. Martin s’est intéressé à la 
probabilité (seuil : p < 0,01) de retrouver des gènes sur- ou sous-exprimés dans un groupe GO 
(Gene Ontology) donné. Cette approche avait pour but de rechercher l’enrichissement de 
catégorie GO dans les gènes différentiels entre RR et RS. Enfin, une dernière approche 
PGSEA (Parametric Gene Set Enrichment Analysis) (Kim & Volsky, 2005) a consisté à 
considérer la sur- ou sous-expression d’un ensemble de gènes appartenant à un groupe GO 
donné. 
 
III.1.5.2. Etude par qRT-PCR  
 
L’étude de l’expression de certains transcrits par RT-PCR quantitative en temps réel 
(Real Time quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction ou qRT-PCR) a 
été réalisée postérieurement à l’étude transcriptomique. Six échantillons (n = 6) d’extraits 
d’ARN en une seule expérience ont été obtenus pour chacune des lignées. La qualité et la 
quantité des extraits d’ARN ont été vérifiées sur des puces Agilent RNA6000 LabChip® 
série II (Agilent Technologies, 5067-1511) à l’aide d’un Bioanalyseur 2100 Agilent (Agilent 
Technologies). 
 
Pour un échantillon donné, la transcription inverse des ARN en ADNc a été effectuée 
pour 1 μg/15 μL d’échantillon d’ARN dilué dans de l’eau RNAse free (Gibco, 10977-035), en 
présence de 4 μL de tampon 5X et de 1 μL de RTase (Bio-Rad, iScriptTM cDNA Synthesis 
Kit, 170-8890), sur un appareil GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer). Les conditions 
étaient les suivantes : 5 min à 72°C, puis 5 min à 4°C, puis 60 min à 42°C, puis 5 min à 90°C 
et enfin l’échantillon a été refroidi et conditionné à 4°C.  
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Les couples de primers ont été dessinés de telle sorte que leur température 
d’hybridation (Tm) soit proche de 60°C. Leur efficacité a été vérifiée sur des ADNc de la 
lignée U87. Pour cela, 4 μL d’ADNc dilué au 1/5e, 1/10e, 1/20e, 1/40e et 1/80e (ou 4 μL d’eau 
RNAse free) ont été mis en présence de 6 μL de couple de primers à une concentration finale 
de 100, 300 ou 900 nM dans le puits. Un volume de 10 μL de Mix (Sigma-Aldrich, 
SyberGreen JumpStart™ TAQ Ready Mix™, S4438-500RXN) a été ajouté. Le Mix a été 
préalablement complémenté par le marqueur interne de référence ROX™ (Sigma-Aldrich, 
R4526) dilué au 1/50e. Chaque condition a été réalisée en duplicat sur la plaque PCR 96 puits.  
 
Les amplifications ont été réalisées sur un appareil à PCR (Applied Biosystems, 7000) 
selon le programme suivant : 50°C pendant 10 s pour l’activation de l’Uracil-DNA 
Glycosylase (UNG), 95°C pendant 10 min pour l’activation de la Taq polymérase, suivi de 
quarante cycles de polymérisation à 60°C pendant 1 min précédés à chaque fois d’un palier à 
95°C pendant 15 s. Les données ont été traitées avec le logiciel ABI Prism 7000 (Applied 
Biosystems).  
Un couple de primers était validé si : (i) son efficacité était comprise entre 85 et 105%, 
(ii) la dissociation était correcte (un seul pic observé) et (iii) aucune amplification n’était 
observée dans l’eau.  
 
Ainsi, les couples de primers du tableau 8 ont été validés puis testés sur les 
échantillons d’ADNc des quatre lignées cellulaires. Pour chaque puits, le protocole pour 
l’amplification du gène était le suivant : 6 μL de couple de primers, puis 10 μL de Mix et 4 μL 
d’ADNc dilué au 1/10e (ou 4 μL d’eau RNAse free). Les conditions d’amplification étaient les 
mêmes que celles décrites précédemment. Deux gènes de référence ont été par ailleurs utilisés 
lors de chaque expérience (Tab. 8). 
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Tableau 8. Couples de primers et conditions d’utilisation 
Couples de primers (humains) 
Gènes à 
amplifier 
GenBank 
Number 
Sens Anti-sens 
Concentra-
tion finale 
(nM) 
SLC5A7 NM_021815 5’-CTTCTTCCTCAGCCACCTATG-3’ 5’-GTCTGCCTCTTCTGTAGTCTTG-3’ 100 
SLC6A8 NM_005629 5’-CACTCTGGGCTGCCCTGTT-3’ 5’-CAAACTGGCTGTCGAGACCAAGCAGCAACA-3’ 100 
ChoK-α NM_212469 5’-TTCCACATCATGTGTCAT CAGAGG-3’ 5’-GGTCACTTGGGCCAAAACTCTATG-3’ 900 
ChoK-β NM_152253 5’-TGCACAGGAGCCAAGAGTGAA-3’ 5’-CACATCACAGCTCCCCACCA-3’ 900 
FTMT NM_177478 5’-GCCATCAACCGCCAGATC-3’ 5’-GCCATGGACAAGTACACGTAGGA-3’ 300 
FTH1 NM_002032 5’-GAGGTGGCCGAATCTTCCTT-3’ 5’-GCCCGCTCTCCCAGTCA-3’ 100 
CT-α NM_005017 5’-GCCCTTCTCCGGCAAGA-3’ 5’-TTGTGCCTGGAGAGATTTGCT-3’ 300 
CT-β NM_004845 5’-GGCGTCCAGCCGATTTT-3’ 5’-AAAGGAACCCTTCCCTCTTCAC-3’ 300 
NFIC NM_205843 5’-CCTTGGCGTCCCGAGAGT-3’ 5’-AAAAACCCACCCAAGCAAGA-3’ 100 
MAX NM_197957 5’-GGCTCATCATAATGCACTGGAA-3’ 5’-CGCAAACTGTGAAAGCTGTCTT-3’ 100 
PHB NM_002634 5’-TGCTGAGCCACCTGTTTGG-3’ 5’-CCTGGATGACGTGTCCTTGA-3’ 900 
Références    
β2M NM_004048 5’-TGCTGTCTCCATGTTTGATGTACTCT-3’ 5’-TCTCTGCTCCCCACCTCTAAGT-3’ 300 
β-actine NM_001101.3 5'-ACCCACTCCTCCACCTTTGAC-3'  5'-CCTGTTGCTGTAGCCAAATTCG-3' 900 
 
 
Le cycle seuil ou CTh (Cycle Threshold) de chaque gène a été déterminé lors de trois 
expériences distinctes, à partir du même échantillon d’extrait d’ARN. L’expression d’un gène 
(notée A) d’une lignée cellulaire X a été déterminée de la manière suivante (1’’) : 
AX = 2-ΔΔCTh  (1’’) 
En considérant la lignée cellulaire U87 comme lignée contrôle et en utilisant un gène 
de référence (β2M ou β-actine) cela donne (2’’) : 
ΔΔCTh = ΔCThX – ΔCThU87  (2’’) 
 
 Avec : ΔCThX = CThgène – CThgène de référence (pour la lignée X) et 
           ΔCThU87 = CThgène – CThgène de référence (pour la lignée U87) 
 
La moyenne et l’écart type (SD) de l’expression de chaque gène par rapport à la lignée 
contrôle U87 (AU87 fixé à 1 pour chaque gène) ont ainsi été déterminés. 
 
 
Chapitre II : Matériel et méthodes 
 
 145
III.2. Projet FTI-277 
 
III.2.1. Etude métabolomique 
 
Cette étude visait à observer les perturbations métaboliques engendrées par un 
radiosensibilisant, le FTI-277 (Calbiochem, 344555), sur la lignée radiorésistante U87. Après 
plusieurs tests, la concentration en FTI-277 de 10 μM finale dans le milieu a été utilisée. Cette 
concentration est identique à ce qui a été décrit dans la littérature (Maity et al., 2000). 
Par ailleurs, nous avons étudié les effets des rayonnements ionisants (2 Gy) sur les 
cellules, couplés ou non avec le FTI-277. Les cellules ont été irradiées à l’aide d’un 
irradiateur Biobeam 2000® (Bebig) utilisant le Cs137 comme source de rayonnements 
ionisants γ (EFS Pyrénées-Méditerranée, Purpan). Cela a conduit à considérer quatre 
conditions : U87 seules (témoins), U87 avec FTI (U87-FTI), U87 avec irradiation (U87-2Gy) 
et U87 avec FTI plus irradiation (U87-FTI/2Gy). 
Pour cette étude, les cellules U87 ont été ensemencées à J0 dans des boîtes ø 100 mm à 
une densité de 35000 cellules par boîte. Cinq boîtes étaient nécessaires pour constituer un 
échantillon. A J2, le milieu de toutes les boîtes a été retiré et remplacé par du milieu complet 
pour les échantillons témoins et U87-2Gy, et par du milieu avec FTI-277 à 10 μM pour les 
échantillons U87-FTI et U87-FTI/2Gy. A J3, les échantillons U87-2Gy et U87-FTI/2Gy ont 
été irradiés. A J4, le milieu de toutes les boîtes a été retiré et remplacé par du milieu complet. 
Selon le protocole standard de récolte et d’extraction des cellules pour les études 
métabolomiques, les échantillons témoins, U87-FTI, U87-2Gy et U87-FTI/2Gy ont été 
récoltés et extraits à J7, J8, J8, et J9 respectivement, afin de s’affranchir au maximum de l’effet 
de la confluence des cellules sur le profil métabolique des échantillons. 
Huit échantillons (n = 8), sur dix expériences distinctes, ont été obtenus pour les 
conditions U87-FTI, U87-2Gy et U87-FTI/2Gy, et neuf échantillons (n = 9) ont été récoltés 
pour les échantillons témoins. 
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III.2.2. Contrôle par Western-Blot de l’effet du FTI-277 
 
Le protocole standard pour le contrôle par Western-Blot (WB) a été suivi. Les cellules 
U87 ont été néanmoins ensemencées à J0 dans des boîtes ø 100 mm à une densité de 100000 
cellules par boîte. A J2, le milieu de toutes les boîtes a été retiré et remplacé par du milieu 
complet avec du FTI-277 à 0 (véhicule : DMSO à 0,2 % v/v), 0,1, 0,5, 1, 5, 10 et 20 μM. Une 
boîte a été suffisante pour chacune des concentrations. A J3, les cellules ont été récoltées. 
L’anticorps primaire était celui de la protéine HDJ-2 (Homologue of DNAJ-2), une protéine 
de la famille des HSP (Heat Shock Protein) potentiellement impliquée dans la radiorésistance 
des cellules de GBM (Wang et al., 2006). En tant qu’inhibiteur de farnésyltransférase, le FTI-
277, un analogue du Zarnestra®, empêche la farnésylation de cette protéine.  
 Une quantité de 15 μg par échantillon a été déposée. L’anticorps primaire monoclonal 
de souris anti-HDJ-2 (Neomarkers, MS-225-P1) a été utilisé au 1/3000e et l’anticorps 
secondaire IgG anti-souris (Sigma-Aldrich, A9917) au 1/10000e. La dilution de l’anticorps 
secondaire a été effectuée extemporanément dans du TBS-T. Selon le fabricant, la protéine 
apparaît sur la membrane à un poids d’environ 45 kDa. 
 
III.3. Projet Y 
 
Pour ce projet, seule l’étude métabolomique de l’effet d’un composé Y sur les cellules 
radiorésistantes U87 a été réalisée. Cet agent est un radiosensibilisateur potentiel développé 
par un laboratoire pharmaceutique.  
Pour cette étude, le schéma expérimental est identique à celui décrit pour le projet 
FTI-277. Après plusieurs tests, une concentration finale en composé de 1 μM dans le milieu a 
été utilisée et la dose d’irradiation des cellules a été fixée à 2 Gy. Cela a conduit à considérer 
quatre conditions : U87 seules (témoins), U87 avec Y (U87-Y), U87 avec irradiation (U87-
2Gy) et U87 avec Y et avec irradiation (U87-Y/2Gy). Les cellules U87 ont été ensemencées à 
J0 dans des boîtes ø 100 mm à une densité de 35000 cellules par boîte. Huit boîtes ont été 
utilisées pour constituer un échantillon pour chacune des conditions. A J2, le milieu de toutes 
les boîtes a été retiré et remplacé par du milieu complet pour les échantillons témoins et U87-
2Gy, et par du milieu avec Y à 1 μM pour les échantillons U87-Y et U87-Y/2Gy. A J3, les 
échantillons U87-2Gy et U87-Y/2Gy ont été irradiés. A J4, le milieu de toutes les boîtes a été 
retiré et remplacé par du milieu complet.  
Le protocole standard de récolte et d’extraction des cellules pour les études 
métabolomiques a été appliqué, hormis le fait que tous les échantillons ont été récoltés à J7.  
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Les spectres RMN 1H ont été enregistrés avec les paramètres d’acquisition suivants : 
TD = 64 K, NS = 128, SW = 6394 Hz, P1 = 4,56 µs (30° d’impulsion), AQ = 5,12 s, 
SI = 256 K et D1 = 2 s. Avant toute analyse statistique et pour un individu (échantillon) 
donné, les valeurs de ses variables ont été normalisées en les divisant par la somme de toutes 
ses variables. 
Quatre échantillons (n = 4) ont été obtenus pour la condition U87-Y/2Gy, cinq 
échantillons (n = 5) pour les conditions U87-Y et U87-2Gy et huit échantillons (n = 8) pour 
les témoins. Les échantillons ont été récoltés sur six expériences distinctes. 
 
III.4. Projet URB14 
 
III.4.1. Etude métabolomique 
 
Cette étude visait à observer les perturbations métaboliques engendrées par l’inhibition 
de la protéine RhoB par l’expression d’un dominant négatif RhoBN19, sur la lignée cellulaire 
URB14, avec ou sans irradiation. L’expression de RhoBN19 est inductible à la 
dexaméthasone (Dex) à 25 nM dans le milieu. Nous nous permettrons par la suite décrire 
abusivement que l’induction par la Dex entraîne l’inhibition de RhoB. 
 
Dans un premier temps, l’étude a été menée sur les deux lignées URB14 et U87, la 
dernière servant de lignée contrôle. Cependant, les cellules URB14 ont une croissance plus 
rapide que les cellules U87 et leur profil métabolique est différent. Sur les quelques 
échantillons de cellules U87 récoltés, nous n’avions pas observé de grande variation 
métabolique, et encore moins d’influence sur la croissance des cellules. C’est la raison pour 
laquelle l’étude de l’influence de la Dex sur la lignée U87 n’a pas été poursuivie et reste 
incomplète. 
Deux plans expérimentaux ont été adoptés. Le plan expérimental A sur trois jours 
consistait à observer les perturbations métaboliques engendrées par l’inhibition de RhoB 
induite 24 h avant l’irradiation. Le plan expérimental B sur quatre jours consistait à 
observer les perturbations métaboliques occasionnées par l’inhibition de RhoB induite 48 h 
avant l’irradiation. Le plan B a été mis au point compte tenu du fait que l’inhibition de RhoB 
est censée être optimale 48 h après le début du traitement. Dans les deux plans, la récolte des 
cellules s’est effectuée 24 h après l’irradiation, à 60 % de confluence. 
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III.4.1.1. Plan expérimental A sur trois jours 
 
Six conditions ont été considérées pour le plan expérimental A : URB14 et U87 sans 
traitement et sans irradiation (14- et 87-), URB14 et U87 avec Dex (14+ et 87+), URB14 avec 
irradiation (14-/2) et URB14 avec Dex et avec irradiation (14+/2). Les cellules URB14 et U87 
ont été ensemencées à J0 dans des boîtes ø 100 mm à une densité de 200000 cellules par 
boîte. Cinq boîtes étaient nécessaires pour constituer un échantillon.  
A J1, le milieu de toutes les boîtes a été retiré et remplacé par du milieu complet pour 
la moitié d’entre elles (boîtes pour les conditions 14- et 14-/2) et par du milieu avec de la Dex 
pour l’autre moitié (boîtes pour les conditions 14+ et 14+/2). A J2, les boîtes destinées aux 
conditions 14-/2 et 14+/2 ont été irradiées à une dose de 2 Gy. A J3, le protocole standard 
pour les études métabolomiques a été suivi. 
Treize échantillons (n = 13), sur huit expériences distinctes, ont été obtenus pour les 
conditions 14-, 14+ et 14+/2, douze échantillons (n = 12) pour la condition 14-/2, quatre 
(n = 4) pour la condition 87- et trois (n = 3) pour la condition 87+. 
 
III.4.1.2. Plan expérimental B sur quatre jours 
 
Pour le plan expérimental B, nous avons considéré deux conditions seulement : 
URB14 avec irradiation (14-/2bis) et URB14 avec Dex plus irradiation (14+/2bis). Les 
cellules URB14 ont été ensemencées à J0 dans des boîtes ø 100 mm à une densité de 100000 
cellules par boîte. Cinq boîtes étaient nécessaires pour constituer un échantillon.  
A J1, le milieu de toutes les boîtes a été retiré et remplacé par du milieu complet pour 
la moitié d’entre elles (boîtes pour la condition 14-/2bis) et par du milieu avec de la Dex pour 
l’autre moitié (boîtes pour la condition 14+/2bis). A J3, toutes les boîtes ont été irradiées à une 
dose de 2 Gy. A J4, le protocole standard pour les études métabolomiques a été suivi. 
Six échantillons (n = 6), sur deux expériences distinctes, ont été obtenus pour chacune 
des conditions. 
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III.4.2. Etude lipidomique 
 
Pour cette étude, seul le plan expérimental A présenté précédemment a été adopté. 
Deux boîtes ø 100 mm ont été nécessaires pour constituer un échantillon. Seuls les Cer/SMe 
et les PL ont été analysés. Le protocole standard pour les études lipidomiques a été appliqué, 
avec 1,5 mL de MeOH/solution aqueuse d’EGTA à 5 mM (2:1) pour le broyage des culots 
cellulaires.  
Trois échantillons (n = 3) ont été obtenus pour chacune des conditions en une seule 
expérience. 
 
III.4.3. Etude de la mort cellulaire par cytométrie en flux 
 
L’étude par cytométrie en flux ou FACS (Fluorated-Activated Cell Sorting) consistait 
à évaluer la mort cellulaire radio-induite et celle induite par l’inhibition de RhoB. Deux types 
de morts cellulaires ont été considérées : la mort cellulaire apoptotique et la mort cellulaire 
par nécrose.  
Les conditions d’ensemencement, de traitement à la Dex et d’irradiation décrits 
précédemment pour les deux plans expérimentaux A et B ont été appliquées pour cette étude. 
Seuls le protocoles de récolte, de marquage des cellules et d’analyse des cellules sont 
différents. 
En ce qui concerne le plan expérimental B, les conditions suivantes ont été ajoutées : 
URB14 sans traitement et sans irradiation (14-bis), URB14 avec Dex et sans irradiation 
(14+bis). Cela a conduit à considérer huit conditions, avec une boîte de cellules par condition. 
Chaque condition a été réalisée en triplicat, ce qui a permis d’établir des moyennes avec SD. 
Pour chaque plan expérimental, l’étude a été réalisée sur une seule expérience. La 
reproductibilité des résultats n’a donc pas été validée. Deux échantillons contrôles ont été 
préparés. Ces deux échantillons ont été déprivés en SVF pendant 48 h avant la récolte et n’ont 
subi ni traitement, ni irradiation. 
Pour un échantillon donné, le milieu de culture a été récupéré et conservé. Le tapis 
cellulaire a ensuite été lavé avec 8 mL de PBS puis décollé avec 500 µL (30 s) de trypsine-
EDTA. Les cellules ont été récoltées avec 6 mL de milieu complet et ajoutées au milieu de 
culture précédemment récupéré. Les cellules ont été centrifugées (311 x g, 5 min) puis le 
surnageant a été éliminé.  
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Le culot cellulaire a été re-suspendu délicatement dans 500 µL de PBS. Un volume de 
200 µL a ensuite été déposé dans un puits sur une plaque 96 puits à fond plat. Les cellules ont 
été centrifugées (311 x g, 20°C, 5 min) et le surnageant a été éliminé.  
Pour un ensemble d’échantillons, le marquage des cellules apoptotiques et nécrotiques 
a été réalisé par re-suspension des cellules de chaque échantillon dans 100 µL de tampon de 
fixation à 4°C, pendant 30 min et à l’abri de la lumière. Ce tampon était constitué d’Hepes à 
0,01 M et à pH = 7,4, de NaCl à 0,14 M et de CaCl2 à 2,5 mM. Par ailleurs, 1/100e (v/v) 
d’annexine-FITC (BD Pharmingen, 556419) et 1/50e d’iodure de propidium (IP) 
(BD Pharmingen, 556463) étaient présents dans le tampon. Le premier échantillon contrôle a 
été marqué à l’annexine-FITC seule et l’autre à l’IP seul. Ces deux échantillons contrôles ont 
permis le réglage de l’appareil. 
Les cellules de chaque échantillon ont été centrifugées (311 x g, 10°C, 5 min) puis 
lavées à deux reprises avec 100 µL de tampon de fixation seul. A l’issue des lavages, les 
cellules ont été re-suspendues dans 200 µL de tampon de fixation seul puis transférées dans 
des tubes de comptage. 
Les cellules ont été analysées sur un cytomètre de flux (BD FACScan®). Les analyses 
ont été effectuées sur 10000 cellules par échantillon. Les données ont été acquises via le 
logiciel CellQuestpro (BD Biosciences®) et traitées à l’aide du logiciel libre WinMDI 2.9. 
 
III.4.4. Vérification par WB de l’induction de RhoBN19 
 
 La vérification de l’inhibition de la protéine RhoB, ou plus exactement l’induction 
de la forme dominante négative RhoBN19, a été vérifiée par WB. Malheureusement, aucun 
résultat en WB n’a été convaincant. Le protocole standard pour le contrôle par WB a été 
appliqué. L’anticorps primaire polyclonal de lapin anti-RhoB (Santa Cruz Biotechnology, 
119 : SC-180) a été utilisé au 1/3000e et l’anticorps secondaire IgG anti-lapin (Sigma-Aldrich, 
A6154) au 1/10000e. La dilution de l’anticorps secondaire a été effectuée extemporanément 
dans du TBS-T. Selon le fabricant, la protéine apparaît sur la membrane à un poids d’environ 
25 kDa. 
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III.5. Projet KILK2 
 
III.5.1. Etude métabolomique 
 
L’étude visait à observer les perturbations métaboliques occasionnées par l’inhibition 
de la transcription de la protéine ILK dans la lignée cellulaire KILK2, avec ou sans 
irradiation. Cette inhibition est inductible à la doxycycline (Dox) à la concentration finale de 
1 μg/mL (soit 2,25 µM) dans le milieu. Pour cette étude, la lignée T2K a servi de lignée 
contrôle. 
Un seul plan expérimental a été adopté. Nous avons considéré quatre conditions pour 
la lignée KILK2 : KILK2 sans traitement et sans irradiation (K-), KILK2 avec Dox (K+), 
KILK2 avec irradiation (K-/2) et KILK2 avec Dox plus irradiation (K+/2) ; et quatre 
conditions pour la lignée T2K : T2K sans traitement et sans irradiation (T-), T2K avec Dox 
(T+), T2K avec irradiation (T-/2) et T2K avec Dox plus irradiation (T+/2). 
Les cellules KILK2 et T2K ont été ensemencées à J0 dans des boîtes ø 100 mm à une 
densité de 300000 cellules par boîte. Cinq boîtes étaient nécessaires pour constituer un 
échantillon. A J1, le milieu de toutes les boîtes a été retiré et remplacé par du milieu complet 
pour la moitié d’entre elles (boîtes pour les conditions sans Dox) et par du milieu avec de la 
Dox pour l’autre moitié (boîtes pour les conditions avec Dox). A J2, les boîtes destinées aux 
conditions avec irradiation ont été irradiées à une dose de 2 Gy. A J3, le protocole standard 
pour les études métabolomiques a été suivi. 
Neuf échantillons (n = 9) ont été obtenus pour la condition K+. Dix échantillons 
(n = 10) ont été obtenus pour chacune des conditions suivantes : K-, T-, T-/2 et T+/2. Onze 
échantillons (n = 11) ont été obtenus pour les conditions K-/2, K+/2 et T+.  
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III.5.2. Vérification par WB de l’inhibition d’ILK 
 
 L’inhibition de la transcription de la protéine ILK a été vérifiée par WB sur plusieurs 
échantillons et pour chacune des conditions décrites précédemment.  
 Le protocole standard pour le contrôle par WB a été appliqué. L’anticorps primaire 
monoclonal de souris anti-ILK (Sigma-Aldrich, I0783) a été utilisé au 1/1000e et l’anticorps 
secondaire IgG anti-souris (Sigma-Aldrich, A4416) au 1/10000e.  
 La dilution de l’anticorps secondaire a été effectuée extemporanément dans du TBS-T. 
Selon le fabricant, la protéine apparaît sur la membrane à un poids moléculaire d’environ 
59 kDa.  
 L’intensité de la bande a été normalisée par rapport à celle de la β-actine. Pour cela, 
après avoir révélé la bande d’ILK, l’anticorps primaire monoclonal de souris anti-β-actine 
(Sigma-Aldrich, A5441) a été dilué au 1/10000e et mis en présence de la membrane pendant 
1 h. La membrane a ensuite été lavée cinq fois au TBS-T pendant 30 min puis mise en 
présence d’un anticorps secondaire IgG anti-souris (Sigma-Aldrich, A4416) au 1/10000e 
pendant 30 min.  
 La membrane a ensuite été lavée cinq fois au TBS-T pendant 30 min, mise en présence 
de réactif de luminescence (5 min) et enfin révélée. 
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I. Présentation du projet RR vs RS 
 
Ce projet avait pour but d’identifier des biomarqueurs prédictifs de radiorésistance 
dans des modèles cellulaires humains de GBM, puis dans des biopsies de GBM humains. 
Seules les études sur les modèles cellulaires ont été réalisées. 
Les études se sont focalisées sur le métabolome, le lipidome et le transcriptome des 
quatre lignées de GBM : U87, U251, SF767 et SF763.  
Les premiers résultats en métabolomique nous ont par ailleurs encouragé à nous 
focaliser sur le métabolisme des PtdCho, en mettant au point une méthode d’analyse des flux 
métaboliques des composés à choline, par marquage deutéré. 
D’après les chercheurs de l’ICR avec qui nous avons collaboré, les quatre lignées 
présentaient chacune une réponse aux RI différente (Delmas et al., 2002). Nous sommes ainsi 
partis du postulat que les deux lignées SF763 et U87 étaient radiorésistantes (RR), alors que 
les deux lignées SF767 et U251, plus sensibles aux RI, étaient radiosensibles (RS) (Fig. 29). 
Radiorésistantes
(RR)
Radiosensibles
(RS)
 
Figure 29. Réponse des quatre lignées cellulaires de GBM aux RI (Delmas et al., 2002). 
Abréviations : RR, radiorésistant(es) ; RS, radiosensible(s) ; SF2, fraction de survie d’une 
lignée cellulaire après une irradiation de 2 Gy. 
 
Chaque modèle cellulaire a été considéré de manière individuelle. Néanmoins, au 
cours des études menées pour ce projet RR vs RS, les deux lignées radiorésistantes (SF763 et 
U87) ont été comparées aux deux lignées radiosensibles (SF767 et U251) afin de caractériser 
des biomarqueurs discriminant les deux groupes. 
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II. Résultats 
 
II.1. Etude métabolomique 
 
II.1.1. Attributions spectrales et bucketing 
 
 Nous avons dans un premier temps attribué le maximum de signaux sur les spectres 
RMN 1H. Après avoir défini la taille des buckets d’intérêt et leur nombre, nous avons obtenu 
45 variables. La figure 30 montre le spectre RMN 1H de l’extrait hydrosoluble d’un 
échantillon de la lignée U251 et l’attribution des variables (var.) considérées.  
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Figure 30. Attributions spectrales et définition des variables d’intérêt sur un spectre 
RMN 1H de l’extrait hydrosoluble d’un échantillon de la lignée U251 : (A) spectre total ; 
(B) étalement de la région aromatique. Abréviation : var, variable. 
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Figure 30. (Suite) Attributions spectrales et définition des variables d’intérêt sur un 
spectre RMN 1H de l’extrait hydrosoluble d’un échantillon de la lignée U251 : (C) 
étalement de la région aliphatique ; (D) étalement de la région des groupements 
méthyles. 
 
II.1.2. Analyses univariée et multivariée non supervisées 
 
 L’analyse univariée non supervisée des 40 individus (ou échantillons), 10 individus par 
lignée, a montré que les variables 25 (GPCho) et 26 (PCho) possédaient une grande variance 
(Fig. 31A). De plus, les individus 767B25 et 76728 ont été considérés outliers six et quatre 
fois sur quarante-cinq variables respectivement (13% et 9%, Fig. 31B), sans pour autant sortir 
de la sphère de confiance en ACP-Class. Les deux individus ont donc été conservés pour la 
suite des analyses. Les variables 1 et 10 (AXP) et 3 (?) ont été considérées avec attention 
(Fig. 31C). En effet, sept individus sur quarante (17%) ont été considérés comme outliers 
pour ces variables (Fig. 31D). Néanmoins, les sept individus appartiennent au groupe de la 
lignée SF767. Ceci suggère que les fortes valeurs de ces variables seraient une caractéristique 
propre à cette lignée.   
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Figure 31. Résultats en analyse univariée non supervisée : (A) Variance de chacune des 
variables ; (B) Nombre de fois qu’un échantillon est considéré comme outlier ; (C) 
Nombre de fois qu’une variable est considérée comme outlier ; (D) Box plot des variables 
1 à 10. 
 
 L’analyse multivariée non supervisée (ACP) sans UV des 40 individus a révélé une 
bonne séparation des lignées RR, par rapport aux lignées RS, selon leur profil métabolique 
(Fig. 32A). Sur le loading plot représentant les deux axes principaux de l’ACP, il n’est pas 
possible de distinguer les deux lignées RS (Fig. 32B). En revanche, la lignée SF763 se 
distingue principalement des deux lignées RS par une variance de la var. 2 (PCho) plus 
importante selon l’axe 2, tandis que la lignée U87 possède une forte variance de la var. 25 
(GPCho) selon l’axe 1. Dans une moindre mesure, d’autres variables contribuent à la bonne 
séparation des groupes RR et RS : Glu+Gln (var. 36), Glu+Gln+GSH (var. 39), Val+Ile+Leu 
(var. 45) et Tau (var. 28) notamment. 
Chapitre III - Partie I : Projet RR vs RS 
 
 158
AXP+UXP
25121251B30
76731
767A29767B2976730
76722
767B25
76321
7632276323
76324
-0,30
-0,20
-0,10
-0,00
0,10
0,20
0,30
-0,4 -0,3 -0,2 -0,1 -0,0 0,1 0,2 0,3 0,4
76325
76328
763 1
76332
763A33
763B33
7672076723
767A25
76728
25122
51C
25123
25124H
25129
251A30
25131
8721
87B872287A24
87B24872587G
87A2787B27
8728
SF763 (RR)
U87 (RR)
SF767 (RS)
U251 (RS)A
Axe 1
A
xe
 2
-0,3
-0,2
-0,1
-0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
-0,3 -0,2 -0,1 -0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
ATPoAXPUXP
Phe
Tyrr
FumaratePx
UXPDP
UDP
ATP
GPCho+?T D
PCho+?
Lac
PCr
Cr
GSH
GPCho
GLY+o
GPCho
PCho
C o
Tau
PCr
Cr
GSH Asp
oo
GSH+Asp
Glu+Gln
Met
Glx, GSHGlx, GSH
Ala+?
Lac
Thr
Val+Ile+Leu
B
Axe 1
A
xe
 2
A
xe
 2
X
GSH+Glu+Gln
A
xe
 2
A
xe
 2
A
xe
 2
A
xe
 2
A
xe
 2
 
Figure 32. Résultats en ACP (sans UV) des 40 échantillons du projet RR vs RS : 
(A) Score plot ; (B) Loading plot. 
 
 
II.1.3. Analyse univariée supervisée 
 
 L’analyse multivariée non supervisée a révélé l’hétérogénéité des quatre lignées 
cellulaires au niveau de leur profil métabolique, ce qui est confirmé par les box plots et violin 
plots de certaines variables obtenus par analyse univariée supervisée des quatre lignées 
(Fig. 33).  
 En comparant les lignées une à une, il est possible de discriminer une lignée par 
rapport aux autres (Tab. 9). Par exemple, la lignée U251 se distingue des autres lignées par 
une valeur de la variable 30 (Cr) significativement inférieure par rapport aux trois autres 
lignées ; tandis que la lignée U87, bien que décrite comme étant une lignée de GBM humain, 
possède une valeur de la variable 25 (GPCho) très élevée (par rapport aux trois autres 
lignées), ce qui caractérise généralement le profil métabolique des astrocytomes de bas grade.  
 En revanche, lorsque l’on cherche des variables communes aux deux lignées RR qui 
soit inférieures (ou supérieures) aux deux lignées RS, la liste est beaucoup plus restreinte. 
Seule la variable 26 (PCho) est significativement plus importante dans les deux lignées RR, 
par rapport à chacune des deux lignées RS (Fig. 33). 
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Figure 33. Box plots et violin plots des variables les plus discriminantes entre les quatre 
lignées. 
 
 
Tableau 9. Métabolites significativement discriminants inter-lignées (p-values obtenues 
par le test de Welch) et pourcentages de variation (± SD). 
 SF767 (RS) SF763 (RR) U87 (RR) 
U251 
(RS) 
Cr (1,3.10-7 ; + 82 ± 18 %) 
Tau (4.10-7 ; + 45 ± 12 %) 
UXP (5,6.10-6 ; - 44 ± 8%) 
PCho (1,3.10-7 ; + 67 ± 18%) 
aPCr (1,0.10-6 ; + 51 ± 17%) 
Cr (7,3.10-8 ; + 62 ± 12%) 
Glu+Gln (2,8.10-7 ; - 40 ± 6%) 
Met (8,3.10-7 ; + 37 ± 8%) 
Val+Ile+Leu (9,5.10-9 ; + 44 ± 9%) 
GPCho (5,7.10-9 ; + 680 ± 367%) 
PCho (4,3.10-7 ; + 82 ± 24%) 
Cr (3,5.10-11 ; + 85 ± 22%) 
Met (5,1.10-6 ; + 46 ± 9%) 
SF767 
(RS) 
 
PCho (7,4.10-8 ; + 71 ± 20%) 
Tau (3,4.10-7 ; - 82 ± 16%) 
Cr (2,3.10-8 ; - 113 ± 26%) 
GPCho (6,6.10-4 ; + 1000 ± 363%) 
PCho (9,9.10-6 ; + 108 ± 34%) 
Tau (2,9.10-6 ; - 41 ± 11%) 
Cr (1,8.10-7 ; - 67 ± 19%) 
SF763 
(RR) 
  
UXP (2,6.10-7 ; - 60 ± 14%) 
GSH (5,6.10-6 ; + 20 ± 3%) 
GPCho (7,3.10-8 ; + 330 ± 181%) 
Cr (3,7.10-4 ; - 21 ± 4%) 
Val+Ile+Leu (2,6.10-6 ; + 30 ± 4%) 
NB : Les variations métaboliques sont calculées en comparant la lignée à l’entrée verticale du tableau, par rapport à la 
lignée à l’entrée horizontale. 
a variable n°29 
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II.1.4. Analyses supervisées RR vs RS 
 
Pour les analyses supervisées des groupes RR vs RS, nous avons considéré les 
individus RR d’un côté et les RS de l’autre. Autrement dit, à l’intérieur du groupe des RR, 
aucune distinction n’a été faite entre les lignées SF763 et U87. Il en a été de même concernant 
le groupe des RS : aucune distinction entre les lignées SF767 et U251. Par ailleurs, nous 
avons considéré la somme des variables 25+26 (GPCho+PCho), ce qui a permis d’obtenir une 
meilleure discrimination des deux groupes.  
Une analyse univariée supervisée a confirmé la pertinence de considérer la variable 
GPCho+PCho, avec une bonne distribution et séparation des valeurs des variables dans les 
box plots et violin plots (Fig. 34). La valeur de la p-value obtenue est de 3.10-12 et le 
pourcentage de variations (RR par rapport aux RS) de 69 ± 21%. 
Le modèle obtenu par analyse multivariée supervisée en UV PLS-DA est prédictif : 
cinq axes (A = 5), R2X = 0,802, R2Y = 0,978, Q2 = 0,933 et CV-ANOVA = 9,73.10-13. Il 
permet une bonne discrimination des groupes RR et RS (Fig. 35A). Les loading et VIP 
(Variable Importance Projection) plots (Figs. 35B et 35C) confirment que la variable 
GPCho+PCho contribue fortement à la création du modèle, ainsi que, dans une moindre 
mesure, les variables 36 (Glu+Gln), 39 (Glu+Gln+GSH) et 37 (Met) notamment. Enfin, le 
coefficient plot montre les variables significativement plus importantes dans les RR ou les RS 
(Fig. 35D).  
Ainsi, nous montrons que la variable GPCho+PCho est significativement plus 
importante dans les RR et constitue un bon indice prédictif de lignées de GBM 
radiorésistantes, par rapport à des lignées radiosensibles.  
 
RR RS
GPCho+PCho (var. 25+26)
RR RS
A B
 
Figure 34. Box plot et violin plot de la variable GPCho+PCho (var. 25+26) dans les 
groupes RR et RS.  
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Figure 35. Résultat du modèle RR vs RS obtenu par PLS-DA avec UV : (A) Score plot, 
(B) Loading plot, (C) VIP plot et (D) Coefficient plot. 
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II.1.5. Quantification absolue des composés à choline 
 
 La quantification absolue des composés à choline hydrosolubles a été réalisée afin 
d’avoir une idée précise de la quantité de ces composés dans les cellules. Il s’agit en quelque 
sorte de metabolic targeting sur trois composés : Cho, PCho et GPCho. La somme des 
composés PCho plus GPCho (PCho + GPCho) a également été considérée (Fig. 36 et 
Tab. 10). Les valeurs sont exprimées en nmol/million de cellules, le dosage des protéines 
n’ayant pas été réalisé pour cette étude. 
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Figure 36. Concentrations absolues (en nmol/million de cellules) des composés à choline 
hydrosolubles dans les quatre lignées cellulaires. 
 
Tableau 10. Concentrations absolues (en nmol/million de cellules) des composés à 
choline hydrosolubles. 
RR RS Composés à 
choline SF763 U87 SF767 U251 
Cho 0,34 ± 0,27 0,16 ± 0,11 0,11 ± 0,12 0,06 ± 0,04 
PCho 4,8 ± 2,4 1,7 ± 1,5 0,52 ± 0,31 0,74 ± 0,32 
GPCho 0,67 ± 0,37 3,55 ± 3,15 0,13 ± 0,11 0,17 ± 0,11 
PCho + GPCho 5,5 ± 2,6 5,3 ± 4,4 0,66 ± 0,41 0,91 ± 0,38 
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 Le tableau croisé 11 montre les composés à choline significativement discriminants 
inter-lignées. 
 
Tableau 11. Composés à choline significativement discriminants inter-lignées (p-values 
obtenues par le test de Student). 
 SF767 (RS) SF763 (RR) U87 (RR) 
U251 (RS) Non signalé 
Cho (0,003) 
PCho (0,00002) 
GPCho (0,0004) 
PCho + GPCho (0,00001) 
Cho (0,011) 
PCho (0,048) 
GPCho (0,002) 
PCho + GPCho (0,004) 
SF767 (RS)  
Cho (0,02) 
PCho (0,00002) 
GPCho (0,0004) 
PCho + GPCho (0,00001) 
PCho (0,02) 
GPCho (0,003) 
PCho + GPCho (0,004) 
SF763 (RR)   
PCho (0,003) 
GPCho (0,01) 
 
II.1.6. Interprétation 
 
Suite à l’analyse univariée supervisée (Fig. 33 et Tab. 9), des profils métaboliques 
caractéristiques de chaque lignée sont observés. Ainsi, nous avons remarqué que la lignée 
SF767 possède des concentrations en Cr et Tau significativement supérieures par rapport aux 
trois autres lignées. Globalement, la lignée U251 a des concentrations en acides aminés, dont 
Met et Val+Ile+Leu, plus faibles que dans les autres lignées. En revanche, la concentration en 
Glu+Gln est plus élevée.  
La lignée RR SF763 possède une concentration en GSH significativement inférieure à 
l’autre lignée RR, U87. En revanche, la lignée U87 possède la caractéristique d’avoir une très 
grande concentration en GPCho (variation > 149%), significativement différente des trois 
autres lignées (p < 10-4). 
Les deux variables PCho et GPCho contribuent à elles seules à une grande partie de la 
bonne séparation des groupes RR et RS en ACP (Fig. 32). Même après normalisation 
(UV scaling), la somme de ces deux variables (var. 25+26) contribue fortement à la qualité du 
modèle prédictif obtenu en PLS-DA avec UV (Fig. 35). La différence de concentration en 
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GPCho + PCho dans les lignées RR est significativement supérieure à celle dans les lignées 
RS (p < 10-11 et pourcentage de variation = 69 ± 21%). Étant donné que la forte concentration 
en GPCho est une caractéristique propre à la lignée U87, nous allons plus particulièrement 
nous focaliser sur la variable PCho.  
Néanmoins, les concentrations absolues (Fig. 36 et Tab. 10) des métabolites PCho et 
GPCho sont significativement supérieures (p < 0,05 et p < 0,005 respectivement) dans les 
lignées RR, comparées aux lignées RS (Tab. 11). Une plus forte concentration en GPCho est 
confirmée dans la lignée U87, avec toutefois une forte variance qui est principalement due à 
des approximations lors des comptages cellulaires.  
Parmi les 45 variables étudiées, seule la variable PCho (variable n°26) est 
significativement supérieure dans chacune des deux lignées RR (variation > 49%) par rapport 
à chacune des deux lignées RS (Fig. 33 et Tab. 9). Ceci confirme la valeur de son coefficient 
observée dans le coefficient plot (Fig. 35E) et son implication dans la construction du modèle 
en UV O-PLS-DA (Fig. 35), qui est observée dans le VIP plot (Fig. 35E).  
Même si la variance de PCho est très importante (Figs. 31A et 32B), cette variable 
reste toujours significativement discriminante (p < 10-5) lorsque sont comparées les lignées 
SF763 vs U251, SF763 vs SF767, U87 vs U251 et U87 vs SF767 (Tab. 10).  
Selon cette étude métabolomique, la PCho est un marqueur prédictif de 
radiorésistance pour les quatre modèles cellulaires étudiés. Ce métabolite pourrait alors être 
considéré comme un biomarqueur de radiorésistance. 
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II.2. Etude lipidomique 
 
L’étude a consisté à doser la concentration basale de certaines familles de lipides 
appartenant à la classe des glycérolipides (GL), des lipides stérols (LS), des 
glycérophospholipides (GPL) et des sphingolipides (SL) dans les quatre lignées cellulaires 
étudiées pour le projet RR vs RS. Les résultats obtenus sont présentés en nmol/mg de 
protéines (± SD) dans la figure 37 et le tableau 12. Le tableau croisé 13 représente les familles 
de lipides significativement différentes inter-lignées. 
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Figure 37. Concentrations (en nmol/mg de protéines) de différentes familles de lipides. 
Abréviations : Chol, cholestérol ; Chol-est, cholestérol estérifié ; Cer, céramides ; DG, diglycérides ; TD, 
triglycérides ; PtdCho, phosphatidylcholines ; PtdE, phosphatidyléthanolamines ; PtdI, phosphatidylinositols ; 
PtdS, phosphatidylsérines ; SMe, sphingomyélines. 
Tableau 12. Concentrations (en nmol/mg prot) de différentes familles de lipides. 
RR RS 
Classe Famille 
SF763 U87 SF767 U251 
DG 1,7 ± 0,9 1,0 ± 0,2 1,7 ± 0,7 1,4 ± 0,3 
GL 
TG 8,1 ± 2,5 6,0 ± 2,5 5,8 ± 2,1 7,7 ± 1,6 
Chol 116,8 ± 15,8 108,9 ± 11,0 107,9 ± 10,9 85,7 ± 8,2 
LS 
Chol-est 6,5 ± 1,6 3,8 ± 1,1 4,1 ± 1,0 10,9 ± 3,7 
PtdCho 27,0 ± 11,7 24,1 ± 12,8 22,2 ± 6,0 26,8 ± 4,7 
PtdE 26,7 ± 10,4 13,5 ± 4,9 13,8 ± 4,7 26,1 ± 6,2 
PtdS 2,6 ± 0,6 1,4 ± 0,2 1,5 ± 0,4 2,2 ± 0,5 
GPL 
PtdI 3,6 ± 0,5 2,3 ± 0,3 1,7 ± 0,1 2,4 ± 0,7 
SMe 40,8 ± 8,6 47,9 ± 12,7 45,5 ± 5,7 29,7 ± 3,8 
SL 
Cer 1,3 ± 0,5 2,1 ± 0,8 2,0 ± 0,3 1,3 ± 0,2 
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Tableau 13. Familles de lipides significativement discriminantes inter-lignées (p-values 
obtenues par le test de Student). 
 SF767 (RS) SF763 (RR) U87 (RR) 
U251 
(RS) 
Chol (0,004) 
Chol-est (0,003) 
PtdE (0,006) 
SMe (0,0004) 
Cer (0,0005) 
Chol (0,002) 
Chol-est (0,02) 
SMe (0,02) 
Chol (0,001) 
Chol-est (0,0005) 
PtdE (0,02) 
PtdS (0,03) 
SMe (0,006) 
Cer (0,04) 
SF767 
(RS) 
 
Chol-est (0,02) 
PtdE (0,03) 
PtdI (0,02) 
Cer (0,02) 
Non signalé 
SF763 
(RR) 
  
Chol-est (0,004) 
PtdE (0,01) 
PtdS (0,02) 
PtdI (0,01) 
 
 
 
Aucune famille de lipides ne discrimine les lignées RR des lignées RS. En revanche, il 
existe des disparités dans les concentrations lipidiques entre chaque lignée (Fig. 27, Tab. 13).  
Par exemple, la lignée U251 a des concentrations en Chol et SMe significativement 
(p < 0,005 et p < 0,05 respectivement) inférieures comparées aux trois autres lignées. 
Cependant, sa concentration en Chol-est est significativement supérieure (p < 0,05). 
La lignée SF763 a notamment des concentrations en Chol-est, PtdE et PtdI 
significativement (p < 0,05) inférieures comparées aux lignées SF767 et U87.  
En revanche, les lignées U87 et SF767 ont le même profil lipidique pour les familles 
de lipides étudiées. 
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II.3. Etude métabolomique de l’effet de l’HC-3 
 
Cette étude avait pour but de vérifier si la concentration élevée des composés à choline 
dans les lignées RR était due à une forte incorporation de choline. Pour cela, nous avons mis 
les quatre lignées cellulaires en présence d’hémicholinium (HC-3) pendant 8 h. Ce composé 
est un inhibiteur des transporteurs de choline, en particulier ceux de la famille des CTL1 
(Kouji et al., 2009). En revanche, il semble que ce composé n’ait pas d’effet sur les 
transporteurs non spécifiques de la choline, c'est-à-dire ceux de la famille des OCT (Michel et 
al., 2006). 
Nous avons analysé par RMN 1H les perturbations métaboliques des quatre lignées 
traitées avec HC-3 par rapport à ces mêmes lignées non traitées (contrôles). Une attention 
particulière a été accordée aux composés à choline hydrosolubles.  
 
II.4.1. Analyse multivariée non supervisée 
 
Du fait du faible nombre d’individus, nous avons simplement réalisé une analyse 
multivariée non supervisée (ACP sans UV) sur l’ensemble des échantillons (Fig. 38). Nous 
retrouvons des résultats analogues à ceux obtenus avec les lignées non traitées (Fig. 32). 
L’HC-3 n’induirait pas de variation métabolique importante. 
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Figure 38. Résultats en ACP (sans UV) de l’effet de l’HC-3 sur les lignées RR et RS : 
(A) Score plot ; (B) Loading plot. 
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II.4.2. Analyse ciblée des composés à choline 
 
Une analyse ciblée sur les composés à choline hydrosolubles (Cho, PCho et GPCho) a 
ensuite été réalisée. Nous avons déterminé l’aire relative des signaux de chaque composé par 
rapport à la somme des aires dans chaque spectre (divided by). Les résultats sont présentés 
dans la figure 39 et le tableau 18. 
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Figure 39. Aires relatives des composés à choline hydrosolubles. 
 
 
Tableau 14. Aires relatives des composés à choline hydrosolubles (% de la somme des 
aires). 
Méta-
bolites 
SF763 
SF763 
HC-3 
U87 
U87 
HC-3 
SF767 
SF767 
HC-3 
U251 
U251 
HC-3 
Cho 1,0 ± 0,1 1,1 ± 0,3 2,4 ± 0,8 2,5 ± 0,3 0,8 ± 0,3 1,35 ± 0,6 1,6 ± 0,2 2,1 ± 0,3 
PCho 18,3 ± 0,4 17,8 ± 1,0 *7,8 ± 0,8 *4,9 ± 0,3 7,4 ± 2,6 7,1 ± 1,9 11,1 ± 1,7 8,5 ± 1,5 
GPCho 4,4 ± 1,6 4,4 ± 1,5 25,4 ± 1,5 27,3 ± 1,9 1,0 ± 0,2 0,9 ± 0,5 7,6 ± 3,6 7,0 ± 3,4 
* p < 0,05 
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II.4.3. Interprétation 
 
Les deux lignées qui semblent être affectées par le traitement à l’HC-3 sont la lignée 
U87 et, dans une moindre mesure, la lignée U251. En effet, le pool de PCho dans ces deux 
lignées a tendance à baisser (Fig. 39), alors que ceux de la Cho et de la GPCho ne semblent 
être pas perturbés. Néanmoins, la seule différence significative (p < 0,05) observée concerne 
la lignée U87 (Tab. 14). Les deux autres lignées (SF767 et SF763) ne semblent pas être 
affectées par le traitement à l’HC-3. 
 
Selon les résultats de cette étude, il semblerait que ce ne soit pas une incorporation 
accrue de choline qui puisse expliquer les différences de concentrations en GPCho et PCho 
observées entre les lignées RR et RS (Fig. 36).  
Néanmoins, le protocole utilisé pour cette étude n’a pas été optimisé (nombre 
d’échantillons, concentration en HC-3 pour chaque lignée, temps de traitement...) et nous ne 
connaissons pas précisément la contribution des divers types de transporteurs de choline dans 
les quatre lignées étudiées.  
 
Nous avons donc décidé de mieux caractériser le métabolisme des PtdCho en mettant 
au point une méthode d’analyse des flux métaboliques des composés à choline dans les quatre 
lignées cellulaires étudiées, par marquage à la choline deutérée (Cho-d9). 
 
Chapitre III - Partie I : Projet RR vs RS 
 
 170
II.4. Etude du métabolisme des PtdCho par marquage deutéré 
 
 Cette étude avait pour but de répondre à plusieurs problématiques concernant le 
métabolisme des PtdCho dans les quatre modèles cellulaires étudiés. Une méthode d’analyse 
des flux métaboliques de composés à choline a donc été mise au point, par marquage à la d9-
Cho. Dans un premier temps, nous essayions de savoir si la forte concentration des composés 
à choline dans les lignées RR pouvait être due à une incorporation accrue de Cho, bien que les 
résultats de l’étude HC-3 précédente semblent nous suggérer le contraire. Ensuite, cette 
méthode devait nous permettre in situ de mettre en évidence d’éventuelles différences 
d’activités enzymatiques entre les lignées. 
 
II.3.1. Cinétiques des composés d9-Cho 
 
 La cinétique d’incorporation de la choline deutérée (d9-Cho), ainsi que les cinétiques 
de formation des composés à choline deutérée hydro- et liposolubles ont été réalisées sur huit 
heures et dans les quatre lignées cellulaires (régression polynomiale d’ordre 4, Fig. 40).  
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Figure 40. Cinétiques d’incorporation ou de formation des composés deutérés (nmol/mg 
de protéines) : (A) d9-Cho ; (B) d9-PCho ; (C) d9-CDP-Cho, (D) d9-GPCho, (E) d9-
PtdCho (somme), (F) d9-L-PtdCho 18:1 et (G) d9-SMe d18:1/16:0. 
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Les concentrations des composés d9-Cho au bout de huit heures sont représentées dans 
le tableau 15 (± SD). Le tableau croisé 16 donne les concentrations des composés d9-Cho 
significativement différentes inter-lignées au bout de huit heures. Dans ce dernier tableau, les 
d9-PtdCho ont été considérées dans leur globalité (somme des d9-PtdCho).  
 
Tableau 15. Concentration des composés à choline deutérés (en nmol/mg de protéines) 
au bout de 8 h. 
Composés à choline deutérés Concentration (nmol/mg de protéines) 
 SF763 (RR) U87 (RR) SF767 (RS) U251 (RS) 
Métabolites     
d9-Cho 16,2 ± 7,8 5,1 ± 0,8 2,8 ± 0,3 3,1 ± 0,3 
d9-PCho 81,5 ± 25,6 27,6 ± 7,9 11,3 ± 1,2 16,2 ± 1,6 
d9-CDP-Cho (x 10-3) 85 ± 38 89 ± 40 51 ± 8 46 ± 1 
d9-GPCho (x 10-3) 174 ± 67 2018 ± 930 22 ± 5 562 ± 166 
Lipides     
d9-PtdCho 16:0/14:0 (x 10-3) 89 ± 35 915 ± 489 64 ± 50 976 ± 470 
d9-PtdCho 16:0/16:0 0,5 ± 0,1 8,2 ± 3,1 0,7 ± 0,4 6,2 ± 1,2 
d9-PtdCho 16:0/16:1  1,1 ± 0,3 7,7 ± 2,6 1,9 ± 0,7 8,5 ± 0,9 
d9-PtdCho 16:0/18:1 2,7 ± 1,0 46,0 ± 13,6 6,9 ± 3,5 27,9 ± 4,7 
d9-PtdCho 16:0/18:2 0,4 ± 0,1 3,9 ± 1,8 1,2 ± 0,4 3,9 ± 0,5 
d9-PtdCho 18:0/18:2 1,5 ± 0,4 12,6 ± 5,4 3,6 ± 1,4 10,0 ± 2,0 
d9-PtdCho 16:0/20:4 0,4 ± 0,1 6,7 ± 3,6 0,9 ± 0,5 4,6 ± 0,1 
d9-PtdCho 16:0alk/16:0 (x 10-3) 59 ± 29 344 ± 210 66 ± 38 249 ± 30 
d9-PtdCho 16:0alk/18:0 (x 10-3) 31 ± 40 1600 ± 718 124 ± 89 741 ± 72 
d9-PtdCho (somme) 7,5 ± 1,8 77,0 ± 17,1 16,4 ± 7,2 61,3 ± 9,6 
d9-L-PtdCho 18:1 (x 10-3) 23 ± 3 137 ± 83 32 ± 12 91 ± 72 
d9-SMe d18:1/16:0 (x 10-3) 119 ± 33 1370 ± 568 231 ± 99 597 ± 121 
NB. Les valeurs données ont été déterminées à partir de trois expériences distinctes (moyenne ± 
SD). 
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Tableau 16. Composés à d9-Cho significativement différents inter-lignées au bout de 8 h 
(p-values sur les valeurs en nmol/mg de protéines). 
 SF767 (RS) SF763 (RR) U87 (RR) 
U251 (RS) 
d9-PCho (0,01) 
d9-GPCho (0,005) 
d9-PtdCho (0,003) 
d9-SMe (0,02) 
d9-Cho (0,04) 
d9-PCho (0,02) 
d9-GPCho (0,02) 
d9-SMe (0,03) 
d9-PtdCho (0,0007) 
d9-Cho (0,02) 
SF767 (RS)  
d9-Cho (0,04) 
d9-PCho (0,009) 
d9-GPCho (0,02) 
d9-Cho (0,01) 
d9-PCho (0,02) 
d9-GPCho (0,02) 
d9-SMe (0,03) 
d9-PtdCho (0,005) 
SF763 (RR)   
d9-PCho (0,03) 
d9-GPCho (0,03) 
d9-SMe (0,02) 
d9-PtdCho (0,002) 
 
 
II.3.2. Turnover des composés à choline 
 
Le turnover des composés à choline représente le renouvellement de chaque pool de 
composés à choline sur huit heures (Fig. 41). Les données sont exprimées en pourcentage car 
elles correspondent à la fraction d’un composé d9-Cho par rapport à la somme de ce même 
composé et de son homologue non marqué (pool). 
La fraction de chaque composé deutéré mesuré au bout de huit heures est présentée 
dans le tableau 17 (± SD). Le tableau croisé 18 représente les valeurs des fractions 
significativement différentes inter-lignées, à t = 8 h. Dans ce dernier tableau, les d9-PtdCho 
ont été considérées dans leur globalité (somme des d9-PtdCho).  
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Figure 41. Turnover des composés à choline hydrosolubles : (A) Cho ; (B) PCho ; (C) 
CDP-Cho ; (D) GPCho, (E) PtdCho (somme) ; (F) L-PtdCho 18:1 et (G) SMe d18:1/16:0. 
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Tableau 17. Turnover des composés à choline (fraction du composé deutéré considéré 
par rapport au pool du composé considéré) au bout de 8 h. 
Turnover (%) à t = 8 h Composés à choline 
deutérés SF763 (RR) U87 (RR) SF767 (RS) U251 (RS) 
Métabolites     
 d9-Cho 76 ± 3 68 ± 3 81 ± 2 60 ± 3 
 d9-PCho 61 ± 1 81 ± 0 76 ± 3 82 ± 1 
 d9-CDP-Cho 53 ± 4 60 ± 3 68 ± 5 79 ± 5 
 d9-GPCho 2 ± 0 3 ± 1 3 ± 1 6 ± 0 
Lipides     
 d9-PtdCho 16:0/14:0 2 ± 1 7 ± 1 3 ± 1 8 ± 2 
 d9-PtdCho 16:0/16:0 4 ± 0 17 ± 2 7 ± 1 20 ± 2 
 d9-PtdCho 16:0/16:1 5 ± 1 16 ± 2 10 ± 1 17 ± 2 
 d9-PtdCho 16:0/18:1 5 ± 1 19 ± 3 10 ± 2 19 ± 2 
 d9-PtdCho 16:0/18:2 4 ± 1 11 ± 0 8 ± 1 13 ± 0 
 d9-PtdCho 18:0/18:2 6 ± 1 13 ± 1 10 ± 1 19 ± 1 
 d9-PtdCho 16:0/20:4 4 ± 0 18 ± 0 8 ± 1 18 ± 1 
 d9-PtdCho 16:0alk/16:0 5 ± 2 13 ± 0 8 ± 2 15 ± 2 
 d9-PtdCho 16:0alk/18:0 4 ± 1 19 ± 2 7 ± 0 20 ± 2 
 d9-PtdCho (somme) 5 ± 1 17 ± 2 9 ± 2 18 ± 2 
 d9-L-PtdCho 18:1 3 ± 1 10 ± 2 5 ± 1 10 ± 4 
 d9-SMe d18:1/16:0 1 ± 0 4 ± 0 2 ± 0 3 ± 0 
NB. Les valeurs données ont été déterminées à partir de trois expériences distinctes 
(moyenne ± SD). 
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Tableau 18. Fraction des composés à d9-Cho (par rapport à leur pool respectif) 
significativement différents inter-lignées au bout de 8 h (p-values sur les fractions). 
 SF767 (RS) SF763 (RR) U87 (RR) 
U251 (RS) 
d9-Cho (0,0003) 
d9-PCho (0,02) 
d9-CDP-Cho (0,04) 
d9-GPCho (0,01) 
d9-PtdCho (0,003) 
d9-SMe (0,002) 
d9-Cho (0,003) 
d9-PCho (0,000004) 
d9-CDP-Cho (0,002) 
d9-GPCho (0,00002) 
d9-PtdCho (0,0003) 
d9-SMe (0,0003) 
d9-Cho (0,04) 
d9-PCho (0,04) 
d9-CDP-Cho (0,005) 
d9-GPCho (0,001) 
SF767 (RS)  
 
d9-PCho (0,0009) 
d9-CDP-Cho (0,01) 
d9-PtdCho (0,02) 
 
d9-Cho (0,003) 
d9-PCho (0,03) 
d9-PtdCho (0,008) 
d9-L-PtdCho (0,02) 
d9-SMe (0,002) 
SF763 (RR)   
d9-Cho (0,04) 
d9-PCho (0,000002) 
d9-GPCho (0,006) 
d9-PtdCho (0,001) 
d9-SMe (0,0008) 
 
II.3.3. Interprétation 
 
Nous constatons que sur 8 h, l’incorporation de d9-Cho (Fig. 40A) est plus 
significativement plus importante (p < 0,05) dans les lignées RR que dans les lignées RS, en 
particulier pour la lignée RR SF763 (Tab. 15). Lorsque les données sont exprimées en 
nmol/million de cellules (Annexe 2), la concentration en d9-Cho reste significativement plus 
importante dans les lignées RR (p < 0,05) par rapport aux lignées RS. 
En revanche, nous remarquons que le turnover du pool de Cho est rapide dans les 
quatre lignées, en particulier dans la lignée RS SF767 (Fig. 41A). En effet, à t = 30 min, la 
proportion de d9-Cho est d’environ 70% alors que dans les autres lignées, elle se trouve autour 
de 45%. A t = 1,5 h, la proportion de d9-Cho atteint un plateau dans les quatre lignées et à 
t = 8 h, elle est de 81 ± 2%, 76 ± 3%, 68 ± 3% et 60 ± 3% pour les lignées SF767, SF763, 
U87 et U251 respectivement (Tab. 17). Cette proportion est significativement inférieure 
(p < 0,05) dans la lignée U251, comparée aux trois autres lignées (Tab. 18).  
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Ce rapide turnover dans les quatre lignées pourrait s’expliquer par une forte 
concentration de d9-Cho dans le milieu (97% d’enrichissement en Cho) d’une part, et par le 
fait que la Cho est rapidement phosphorylée par la ChoK en PCho dans les cellules. 
 
La cinétique de formation de la d9-PCho suit la même tendance que celle de 
l’incorporation de la d9-Cho (Fig. 40B) : une accumulation significative (p < 0,05) à t = 8 h 
est observée dans les lignées RR comparées aux lignées RS, sauf lorque la lignée RR U87 est 
comparée à la lignée RS U251 (Tab. 16). Ceci devient néanmoins significatif (p < 0,05) 
lorsque les données sont ramenées en nmol/million de cellules (Annexe 2). Cette 
accumulation est par ailleurs beaucoup plus importante dans la lignée SF763 (Tab. 15). La 
PCho étant considérée comme une forme de stockage de la Cho dans les cellules (Vance & 
Vance, 2004), il est cohérent de détecter une importante accumulation de d9-PCho, en 
particulier pour les SF763. Il se pourrait que la ChoK ait une activité accrue dans les lignées 
RR, mais des études complémentaires sont nécessaires pour confirmer cette supposition. 
Par ailleurs, le turnover du pool de PCho est significativement (p < 0,005 à t = 8 h) 
moins important dans la lignée RR SF763 comparée aux trois autres lignées (Fig. 41B et 
Tabs. 17 et 18), ce qui pourrait s’expliquer par le fait que le pool de PCho est beaucoup plus 
important dans cette lignée. 
 
La formation de la d9-CDP-Cho est faible et relativement semblable dans les quatre 
lignées (Fig. 40C). A t = 8 h, sa concentration est légèrement supérieure dans les lignées RR, 
mais reste cependant très faible puisqu’elle ne dépasse pas les 100 pmol/mg de protéines 
(Tab. 15). Ceci suggère qu’il n’y pas de différence dans la régulation de l’enzyme clé 
CTP:phosphorylcholine cytidyltransferase (CT) dans la synthèse des PtdCho des quatre 
modèles étudiés (Sugimoto et al., 2008).  
Néanmoins, le turnover de CDP-Cho est légèrement supérieur dans les lignées RS 
(Fig. 41C), en particulier pour la lignée U251 (p < 0,05) comparé aux trois autres lignées 
(Tab. 18). A t = 8 h, la proportion de d9-CDP-Cho atteint 79 ± 5%, 68 ± 5%, 60 ± 3% et 
53 ± 4%, respectivement pour les lignées U251, SF767, U87 et SF763. Une fois de plus, cela 
pourrait s’expliquer par un pool de CDP-Cho légèrement plus important dans les lignées RR, 
en particulier la lignée SF763. 
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La concentration des d9-PtdCho totales (Fig. 40E) est significativement plus élevée 
pour les lignées RS U251 et RR U87 comparée aux lignées RS SF767 et RR SF763 (p < 0,01 
à t = 8 h, Tabs. 15 et 16). L’allure des courbes de cinétique est sensiblement la même pour 
toutes les espèces de d9-PtdCho étudiées (Annexe 3). A t = 8 h, la concentration en d9-PtdCho 
totales atteint 61,3 ± 9,6, 77,0 ± 17,1, 16,4 ± 7,2 et 7,5 ± 1,8 nmol/mg de protéines 
respectivement pour les lignées U251, U87, SF767 et SF763 (Tab. 15). Les PtdCho étant 
principalement impliqués dans la constitution des membranes cellulaires, cela suggère une 
cinétique de croissance cellulaire accrue pour les deux lignées RS U251 et RR U87 
comparées à la lignée RS SF767 et plus encore (p < 0,005) à la lignée RS SF763 (Tab. 16). 
Cette hypothèse est confirmée par la cinétique du turnover des PtdCho totales (Fig. 42E). En 
effet, elle est significativement plus importante dans les lignées U251 et U87 (p < 0,01 à t = 
8 h, Tab. 18) comparées aux lignées SF767 et SF763 (Tab. 17). 
Notons par ailleurs que la quantité de d9-PtdCho dans les quatre types cellulaires est 
majoritairement composée, dans l’ordre décroissant, des espèces 34:1, 36:2, 32:1 et 32:0. 
Enfin, nous observons que les espèces alkylées telles que 32:0alk-acyl et 34:0alk-acyl ont une 
cinétique plus lente que celle des autres espèces (Annexe 3) et que leurs concentrations ne 
dépassent pas les 800 pmol/mg de protéines à t = 8 h, pour les lignées SF763, SF767 et U251 
(Tab. 15).  
 
 Les cinétiques de formation du composé d9-SMe d18:1/16:0 (Fig. 40G), espèce 
fortement majoritaire des d9-SMe et du turnover du pool de SMe d18:1/16:0 (Fig. 41G) 
suivent la même tendance que celles décrites pour les phospholipides, bien que les valeurs 
soient beaucoup plus faibles. En effet, à t = 8 h, la concentration en d9-SMe d18:1/16:0 ne 
dépasse pas les 2 nmol/mg de protéines dans les quatre lignées (Tab. 15) et la fraction en d9-
SM d18:1/16:0 est inférieure à 5% (Tab. 17).  
 La formation du composé d9-L-PtdCho 18:1 (Fig. 40F), espèce fortement majoritaire 
des d9-L-PtdCho, est très faible dans les quatre lignées (inférieure à 150 pmol/mg de protéines 
à t = 8 h, Tab. 15), même si une concentration plus élevée est mesurée dans les lignées RS 
U251 et RR U87. La proportion en d9-L-PtdCho 18:1 dans le pool de L-PtdCho 18:1 
(Fig. 41F) est plus conséquente dans les lignées U251 et U87 comparées aux lignées SF767 et 
SF763 (Tab. 17). Cela est significatif pour la lignée U87 (p < 0,05, Tab. 18). Cela semble 
traduire un pool de L-PtdCho plus conséquent dans les deux lignées les plus prolifératives, ce 
qui serait logique. Néanmoins, ces pools sont faibles, compte-tenu du fait que les cellules 
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stockent en très faible quantité les L-PtdCho. Ces dernières sont notamment utilisées comme 
messagers secondaires lors de divers processus biologiques (Maeda et al., 2009). 
 Enfin, la formation de d9-GPCho, provenant de l’hydrolyse des d9-PtdCho (Fig. 40D), 
est très élevée dans la lignée RR U87, élevée dans la lignée RS U251, faible dans la lignée RR 
SF763 et quasiment inexistante dans la lignée RS SF767. Notons par ailleurs que la présence 
de ce composé dans les cellules est détectée après t = 2 h. A t = 8h, la concentration en d9-
GPCho est de 2018 ± 930, 562 ± 166, 174 ± 67 et 22 ± 5 pmol/mg de protéines, 
respectivement pour les lignées U87, U251, SF763 et SF767 (Tab. 15). Cette différence de 
concentration est significative (p < 0,05) pour la lignée RR U87 comparée aux deux lignées 
RS et pour la lignée RS SF767 comparée aux trois autres (Tab. 15). Notons par ailleurs que la 
cinétique du turnover du pool de GPCho est significativement plus importante (p < 0,05 à 
t = 8 h, Tab. 18) dans la lignée U251, comparée aux trois autres lignées (Fig. 41D). 
Cependant, la fraction de d9-GPCho à t = 8 h reste faible (inférieure à 6 %) dans les quatre 
lignées (Tab. 17), ce qui peut s’explique par le fait que le temps de l’expérience est trop court 
pour voir apparaître une forte proportion de d9-GPCho dans les cellules.  
 La concentration élevée de d9-GPCho dans les lignées RR U87 et RS U251 est 
cohérente compte tenu que ce composé est issu de l’hydrolyse des d9-PtdCho dont les 
concentrations sont plus élevées dans les lignées U251 et U87 (Fig. 40E). Néanmoins, la forte 
accumulation de d9-GPCho dans la lignée RR U87 suggère un pool de GPCho très important 
dans cette lignée, ce qui est confirmé par la cinétique du turnover de la GPCho : à t = 8 h, la 
fraction de d9-GPCho n’est que de 3 ± 1% (Tab. 17), alors que sa concentration est déjà de 
2018 ± 930 pmol/mg de protéines (Tab. 15). 
 A ce stade de l’investigation, nous avons mis en évidence des pools de composés à 
choline hydrosolubles (Cho, PCho et GPCho) plus importants dans les deux lignées RR (U87 
et SF763) par rapport aux deux lignées RS (U251 et SF767). Ces différences de pools sont 
principalement dues à une incorporation de Cho significativement plus importante dans les 
lignées RR, en particulier la lignée SF763. 
 Ces accumulations de composés à choline ne sont pas systématiquement corrélées à 
une cinétique de turnover des composés à choline accrue, qui se traduit par une prolifération 
plus importante des lignées. En effet, la lignée RR SF763 est celle qui accumule le plus de d9-
PCho, alors qu’elle est la moins proliférative. Par ailleurs, les lignées U87 et U251 sont celles 
qui semblent les plus prolifératives (Fig. 40J) et les plus similaires concernant le turnover 
global (Fig. 41J). Néanmoins, la lignée RR U87 accumule deux fois plus de d9-Cho et d9-
PCho et quatre fois plus d9-GPCho que la lignée RS U251. 
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II.5. Etude transcriptomique 
 
II.5.1. Expression des gènes du métabolisme des PtdCho 
 
Dans un premier temps, l’étude a consisté à déterminer l’expression des gènes (et leurs 
isoformes) susceptibles d’être impliqués dans la biosynthèse des PtdCho. Quatre lames par 
lignée ont été utilisées. Une liste de 26 gènes présents sur les lames RNG_human_25K a été 
sélectionnée. Les gènes étaient les suivants : CHAT, CHDH, CHKA, CHPT1, COLQ, 
LYPLA1, PCYT1B, PLA2G6, PLCB1, PLCB2, PLCB3, PLCB4, PLCD1, PLCD3, PLCD4, 
PLCE1, PLCG1, PLCG2, PLCH1, PLCL1, PLCL2, PLCXD1, PLCXD2, PLCXD3, PLCZ1 et 
SLC5A7. 
A l’aide des logiciels Bioplot et Bioclust, nous avons comparé l’expression de ces 
gènes dans les lignées RR par rapport à celle dans les lignées RS (Fig. 42 et Tab. 19). Les 
données ont été traitées selon les conditions suivantes : intensité moyenne, normalisation 
(quantile), échelle logarithmique (log10). Deux gènes semblent être légèrement sur-exprimés 
dans les lignées RS : PLCB1 et SLC5A7. 
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Figure 42. Scatter plot de l’expression des 26 gènes sélectionnés (échelle logarithmique) 
impliqués dans la biosynthèse des PtdCho. 
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Tableau 19. Expression des gènes (valeurs originales) PLCB1 et SLC5A7 dans les quatre 
lignées. 
Gene ID Nom usuel GenBank SF763 U87 SF767 U251 
SLC5A7 CHT1 NM_021815 0,565 0,501 0,731 *0,836 
PLCB1 PLC-β1 NM_015192 0,417 0,435 0,974 0,471 
* p < 0,01 
 
D’après les résultats obtenus avec cette approche biostatistique, l’expression du gène 
SLC5A7 (CHT1) est significativement sur-exprimée (p < 0,01) dans la lignée U251 et 
légèrement accrue dans la lignée SF767, comparée aux deux lignées RR, SF763 et U87. En 
revanche, même si l’expression du gène PLCB1 (PLC-β1) est deux fois plus élevée dans la 
lignée SF767, cette augmentation n’est pas significative, ce qui est probablement dû à une 
inhomogénéité des quatre biopuces de cette lignée. 
 
II.5.2. Recherche de (groupe de) gènes différentiellement exprimés 
 
Nous nous sommes ensuite intéressés aux gènes différentiellement exprimés dans les 
lignées RR par rapport aux lignées RS. Nous avons ainsi étudié les 26068 oligonucléotides 
présents sur les biopuces.  
La première approche biostatistique a été effectuée au laboratoire à l’aide des logiciels 
Bioplot et Bioclust. Les critères d’astringence pour considérer l’expression d’un gène comme 
significativement différente entre les lignées RR et RS étaient les suivants : ratio d’expression 
RR/RS < 0,714 (sous-expression) ou ratio d’expression RR/RS > 1,4 (sur-expression) et 
p < 0,1. Ces conditions devaient être respectées pour les deux lignées RR, comparées à 
chacune des lignées RS. Cinq gènes ont ainsi pu être mis en évidence (Tab. 20). 
Les données ont ensuite été retraitées avec P. Martin, spécialiste en transcriptomique. 
Nous avons, dans un premier temps, déterminé les gènes différentiellement exprimés dans les 
lignées RR par rapport aux lignées RS. A l’aide du logiciel R et de plusieurs traitements 
biostatistiques, dix gènes sur- ou sous-exprimés ont été mis en évidence dont certains sont 
communs avec ceux trouvés précédemment. Pour cette approche, les critères d’astringence 
pour considérer l’expression d’un gène comme significativement différente entre les lignées 
RR et RS étaient les suivants : log2 (RR/RS) ≠ 0 et FDR < 5%. Ces deux conditions devaient 
être respectées pour les deux lignées RR comparées à chacune des lignées RS. 
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 Dans un deuxième temps, en utilisant la liste des gènes différentiellement exprimés 
dans les lignées RR comparées aux lignées RS mais avec un FDR beaucoup moins astringent 
(FDR < 20%), nous nous sommes intéressés à la probabilité (seuil : p < 0,01) de retrouver des 
gènes appartenant à un même groupe GO (Gene Ontology) donné. Sept gènes appartenant à 
deux groupes GO différents ont retenu notre attention (Tab. 20).  
 Enfin, dans une dernière approche, nous avons considéré la sur- ou sous-expression 
d’ensembles de gènes différentiellement exprimés dans les lignées RR comparées aux lignées 
RS et appartenant à des mêmes groupes de gènes GO (approche PGSEA). Deux groupes GO 
enrichis dans les lignées RR ou RS ont ainsi été mis en évidence (Tab. 20). 
 
Tableau 20. Gènes ou groupes de gènes différentiellement exprimés dans les lignées RR 
(sur-exprimés : ↑ RR ou sous-exprimés : ↓ RR) par rapport aux lignées RS. 
Approches biostatistiques 
Bioplot/ 
Bioclust 
R Gene ID GenBank 
Groupe Gene Ontology 
(GO) 
0,714 > RR/RS > 1,4 
p < 0,1 
FDR < 5% 
log2 (RR/RS) ≠ 0  
FDR < 20%  
p < 0,01 (gp GO) 
FTH1 NM_002032 Metal ion transport (GO : 0030001) ↑ RR ↑ RR ↑ RR 
FTMT NM_177478 Metal ion transport (GO : 0030001) - - ↑ RR 
SLC6A8 NM_005629 Metal ion transport (GO : 0030001) - - ↑ RR 
HSXGFB1 - - - ↑ RR - 
TOP1MT NM_052963 - ↑ RR - - 
FLJ32658 NM_144688 - ↑ RR - - 
HMG1L10 NM_172363 DNA replication (GO : 0006260) ↓ RR ↓ RR ↓ RR 
MSH4 NM_002440 DNA replication (GO : 0006260) - ↓ RR ↓ RR 
NFIC NM_005597 DNA replication (GO : 0006260) - ↓ RR ↓ RR 
PHB NM_007273 DNA replication (GO : 0006260) - ↓ RR ↓ RR 
RPS6 NM_001010 - ↓ RR ↓ RR - 
MAX NM_145112 - - ↓ RR - 
RCL1 NM_005772 - - ↓ RR - 
LOC283129 NM_001037225 - - ↓ RR - 
Groupe Gene Ontology (GO) Approche biostatistique PGSEA (sous R) 
Oxidoreductase activity (GO : 0016706) ↑ RR (22 gènes impliqués) 
Regulation of translational initiation (GO : 0006446) ↓ RR (29 gènes impliqués) 
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 Les 23 gènes globalement sur-exprimés dans les lignées RR et appartenant au groupe 
GO « activité oxydo-réductase » sont les suivants : LEPREL2, EGLN2, EGLN3, FBXL11, 
ASPHD1, ASPH, P4HA1, P4HB, PLOD1, PLOD2, EGLN1, PH-4, LEPREL1, OGFOD1, 
HIF1AN, ASPHD2, ASPHD2, LEPRE1, OGFOD2, FLJ22222, BBOX1, FBXL10 et 
JMJD2A. 
 Les 29 gènes globalement sous-exprimés dans les lignées RR et appartenant au groupe 
GO « régulation de l’initiation traductionnelle » sont les suivants : EIF1B, DAZL, EIF2S1, 
EIF4B, EIF4EBP1, EIF4EBP2, EIF4G2, EIF5A, EIF2C1, EIF2AK1, EIF3K, HSPB1, 
KIAA1155, EIF2AK4, MTIF2, TRMT6, TNF, EIF4H, EIF4EBP3, EIF3A, EIF3CL, EIF3D, 
EIF3F, EIF3G, EIF3I, EIF2B2, EIF2B5, EIF2AK3 et BZW1. 
 
II.5.3. Interprétation 
 
Concernant les gènes codant pour les protéines impliquées dans la biosynthèse des 
PtdCho, seul le transcrit SLC5A7, codant pour la protéine appartenant à la famille des CHT1 
(high affinity choline transporters), semble être légèrement sur-exprimé dans les lignées RS 
et, de manière significative, dans la lignée U251. Néanmoins, l’expression de ce gène n’a pas 
été retrouvée avec P. Martin, tout comme celle du gène PLCB1.  
En ce qui concerne les gènes différentiellement exprimés dans les lignées RR par 
rapport aux lignées RS, seuls ceux mis en évidence par P. Martin ont été considérés. Le gène 
HSXGFB1, codant pour une protéine indéterminée, n’a pas été considéré. En revanche, il est 
intéressant de remarquer que trois gènes appartenant au groupe GO « transporteurs d’ions 
métalliques » sont sur-exprimés dans les lignées RR : FTH1, FTMT et SLC6A8 (FDR < 20%, 
p < 0,01). Le gène FTH1 est sur-exprimé dans les lignées RR pour un FDR < 5%. Les gènes 
FTH1 et FTMT codent respectivement pour la ferritine et la ferritine mitochondriale, deux 
protéines impliquées dans le stockage du fer dans la cellule. Quant au gène SLC6A8, il code 
pour la protéine membranaire du même nom impliquée dans le transport de la créatine. Cette 
protéine a été identifiée dans le cerveau du rat sous le nom de CHOT1 et serait un 
transporteur de choline. Par ailleurs, elle présenterait une forte affinité à la choline, serait 
sodium-dépendante et insensible à l’HC-3 dans des ovocytes (Happe & Murrin, 1995). 
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Concernant les gènes sous-exprimés dans les lignées RR, nous pouvons noter quatre 
gènes appartenant au groupe GO « réplication de l’ADN ». Ces gènes sont : HMG1L10, 
MSH4, NFIC et PHB. Les quatre gènes sont sous-exprimés de manière significative 
(FDR < 5%). Ils codent respectivement pour les protéines HMGB1L10 (High-Mobility Group 
Box 1-Like 10), MSH4 (MutS Homolog 4), NFIC (Nuclear Factor I/C) et la prohibitine. Ces 
deux dernières seraient des suppresseurs de tumeur (Eeckhoute et al., 2006), et la prohibitine 
serait en outre un régulateur de la prolifération cellulaire (Rajalingam & Rudel, 2005).  
Les gènes RPS6, MAX, RCL1 et LOC283129 se retrouvent eux aussi 
significativement (FDR < 5%) sous-exprimés dans les lignées RS. Ils codent respectivement 
pour les protéines RPS6 (Ribosomal Protein S6), MAX (Myc Associated factor X) et RCL1 
(RNA terminal phosphate Cyclase-Like 1) et pour la protéine hypothétique LOC283129. Peu 
d’informations concernent la protéine RCL1. La protéine RPS6 serait un médiateur sélectif de 
la mort apoptotique induite par la protéine TRAIL (Tumor necrosis factor-Related Apoptosis-
Inducing Ligand) dans les cellules Jurkat et HeLa (Jeon et al., 2008). Quant à la protéine 
MAX, elle peut former des hétérodimères avec d’autres protéines, notamment Myc qui est 
une oncoprotéine impliquée dans la prolifération, la différentiation et l’apoptose cellulaires. 
L’expression des gènes MAX et RB1 a déjà été détectée dans des gliomes et dans des lignées 
cellulaires gliales, dont U87 et U251. L’expression de MAX est, selon cette étude, plus 
prononcée dans la lignée U87 (Hirvonen et al., 1994).  
 
Notons pour terminer sur cette étude transcriptomique que, par une approche PGSEA, 
P. Martin a mis en évidence la sur-expression globale dans les lignées RR du groupe de gènes 
appartenant au groupe GO « activité oxido-réductase ». A contrario, le groupe de gènes GO 
« régulation de l’initiation traductionnelle » est sous-exprimé dans les lignées RR. 
 
 
A ce stade de l’investigation, nous avons pu mettre en évidence quelques gènes 
différentiellement exprimés dans les lignées RR, par rapport aux lignées RS. Quelques gènes 
appartenant au groupe GO « Metal Ion Transport » semblent être sur-exprimés dans les RR, 
dont le gène FTH1 de la ferritine. A contrario, quelques gènes appartenant au groupe GO 
« DNA replication » semblent être sous-exprimés dans les RS, dont le gène MAX. Aucun 
gène différentiellement exprimé ne sort variament du lot et l’expression de certains gènes mis 
en évidence doit être confirmée individuellement et de manière plus sensible par qRT-PCR. 
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II.6. Etude par qRT-PCR 
 
II.6.1. Expression de certains gènes 
 
L’expression de certains transcrits décrits précédemment a été confirmée ou infirmée 
par qRT-PCR. Ainsi, l’expression des gènes SLC6A8, FTMT, FTH1, NFIC, MAX et PHB a 
été vérifiée dans les quatre lignées cellulaires en prenant comme gènes de référence la β-
actine (Fig. 43) et la β2M (Fig. 44). La lignée U87 a été considérée comme la lignée contrôle 
(expression de ses gènes fixée à 1).  
Nous avons également voulu déterminer l’expression de toutes les isoformes des gènes 
codant pour les protéines impliquées dans le métabolisme des PtdCho, certaines comme la 
ChoK-β n’étant pas présente sur les biopuces utilisées. Malheureusement, le temps ne nous a 
pas permis d’aller jusqu’au bout de notre investigation. Nous nous sommes contentés de 
vérifier l’expression des gènes suivants : SLC5A7, ChoK-α, ChoK-β, CT-α et CT-β (Figs. 48 
et 49). 
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Figure 43. Expressions géniques, par rapport au gène de référence β-actine, de certains 
gènes dans les quatre lignées cellulaires (U87 : lignée contrôle). Abréviation : réf., gène de 
référence. 
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Figure 44. Expressions géniques, par rapport au gène de référence β2M, de certains 
gènes dans les quatre lignées cellulaires (U87 : lignée contrôle). 
 
Le tableau 21 présente les expressions des gènes par rapport à chacun des deux gènes 
de référence et en considérant la lignée U87 comme la lignée contrôle (expressions géniques 
fixées à 1).  
 
Tableau 21. Expressions géniques (± SD) par rapport à chacun des gènes de référence 
(β-actine et β2M) et en considérant la lignée U87 comme lignée contrôle. 
SF763 (RR) SF767 (RS) U251 (RS) 
Gène/Réf β-actine β2M β-actine β2M β-actine β2M 
SLC5A7 0,4 ± 0,1 1,4 ± 1,0 2,4 ± 0,7 8,4 ± 2,7 0,4 ± 0,1 0,8 ± 0,2 
ChoK-α 1,4 ± 0,6 4,2 ± 2,0 0,8 ± 0,1 3,0 ± 0,4 0,6 ± 0,4 1,3 ± 0,6 
ChoK-β 0,6 ± 0,2 3,2 ± 1,6 1,9 ± 0,3 4,0 ± 0,4 0,6 ± 0,1 1,3 ± 0,2 
CT-α 1,4 ± 0,8 7,2 ± 4,5 3,7 ± 1,2 8,1 ± 3,2 0,4 ± 0,1 0,8 ± 0,2 
CT-β 0 0 0,4 ± 0,2 0,8 ± 0,3 22,6 ± 14,3 48,4 ± 36,9 
FTH1 2,3 ± 2,1 3,3 ± 1,0 0,8 ± 0,4 2,3 ± 1,0 0,2 ± 0,1 0,5 ± 0,1 
FTMT 4,2 ± 2,5 8,8 ± 3,1 0,9 ± 0,1 2,7 ± 0,8 0,5 ± 0,2 1,0 ± 0,4 
SLC6A8 0,4 ± 0,2 1,3 ± 1,1 2,0 ± 0,2 5,5 ± 2,5 0,4 ± 0,0 0,7 ± 0,2 
NFIC 0,9 ± 0,4 4,7 ± 3,5 1,8 ± 0,8 3,8 ± 1,9 0,7 ± 0,1 1,5 ± 0,2 
PHB 1,1 ± 0,5 5,0 ± 1,4 2,9 ± 1,3 6,0 ± 2,1 0,8 ± 0,3 1,7 ± 0,4 
MAX 6,6 ± 6,4 32,2 ± 29,7 8,4 ± 4,7 18,4 ± 11,3 1,0 ± 0,4 2,1 ± 1,1 
NB : Les valeurs ont été déterminées à partir des résultats de trois expériences distinctes. 
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Le tableau croisé 22 montre les expressions géniques significativement différentes 
inter-lignées. Pour qu’un gène soit considéré comme différentiellement exprimé entre deux 
lignées, nous avons fixé les critères suivants : ratio d’expression < 0,5 (sous-expression) ou 
ratio d’expression > 2 (sur-expression), p < 0,1 et ceci pour les deux gènes de référence 
utilisés. 
 
Tableau 22. Expressions géniques significativement différentes inter-lignées (p-values 
obtenues par le test de Student). 
 SF767 (RS) SF763 (RR) U87 (RR) 
U251 (RS) 
↑ SLC5A7 (p < 0,01) 
↑ ChoK-β (p < 0,005) 
↑ CT-α (p < 0,05) 
↓ CT-β (p < 0,1) 
↑ FTH1 (p < 0,1) 
↑ SLC6A8 (p < 0,05) 
↑ PHB (p < 0,1) 
↑ MAX (p < 0,1) 
↑ ChoK-α (p < 0,1) 
↑ CT-α (p < 0,1) 
CT-β (SF763: absent) 
↑ FTMT (p < 0,05) 
↓ CT-β (p < 0,1) 
↑ FTH1 (p < 0,005) 
SF767 (RS)  
CT-β (SF763: absent) 
↑ FTMT (p < 0,1) 
↓ SLC6A8 (p < 0,1) 
↓ SLC5A7 (p < 0,05) 
↓ CT-α (p < 0,05) 
↓ PHB (p < 0,1) 
↓ MAX (p < 0,1) 
SF763 (RR)   
CT-β (SF763: absent) 
↓ FTMT (p < 0,1) 
NB : Les variations d’expression génique (↑ : sur-expression et ↓ : sous-expression) sont lues en 
comparant la lignée à l’entrée verticale du tableau par rapport à la lignée à l’entrée horizontale. 
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II.6.2. Interprétation 
 
D’après les résultats obtenus au cours de cette étude par qRT-PCR, nous ne pouvons 
pas confirmer de manière formelle les gènes trouvés différentiellement exprimés lors de 
l’étude transcriptomique. En effet, le gène FTH1, significativement sur-exprimé dans les 
lignées RR en transcriptomique (Tab. 20), l’est seulement pour la lignée RR U87 comparée à 
la lignée RS U251 (p < 0,005, Tab. 22). Le gène FTMT est sur-exprimé significativement 
(p < 0,1, Tab. 22) uniquement dans la lignée RR SF763 comparée aux deux lignées RS. Le 
gène SLC6A8, sur-exprimé dans les lignées RR lors de l’étude transcriptomique (Tab. 20), est 
sur-exprimé dans la lignée RS SF767 comparativement à la lignée RR SF763 (Tab. 22).  
Les gènes NFIC, PHB et MAX, sous-exprimés dans les lignées RR de manière 
significative (Tab. 20), ne le sont pas dans cette étude. L’étude par qRT-PCR a mis en 
évidence la grande disparité transcriptomique entre les quatre lignées. En effet, nous pouvons 
remarquer que globalement, l’expression des gènes de la lignée U251 est plus faible que celle 
des autres lignées (Tab. 21). Ainsi, les gènes SLC5A7, ChoK-β, CT-α, FTH1, SLC6A8, PHB 
et MAX sont sur-exprimés de manière significative dans la lignée RS SF767 comparée à 
l’autre lignée RS U251 (Tab. 22). Cependant, l’expression du gène CT-β est très fortement 
sur-exprimée dans la lignée RS U251 (Tab. 21) comparativement aux trois autres lignées. A 
contrario, ce gène n’est pas exprimé dans la lignée SF763 (Tab. 21).  
Par ailleurs, nous remarquons que le gène CT-α est sur-exprimé de manière 
significative dans la lignée RS SF767 comparée à la lignée RR U87 (Tab. 22) et que cette 
expression est légèrement supérieure comparée à la lignée SF763. Ainsi, nous pouvons 
constater que le gène CT, sous ses deux isoformes α et β, est globalement sur-exprimé dans 
les lignées RS par rapport aux lignées RR. Les deux isoformes sont en effet présentées 
comme étant ubiquitairement exprimées dans le cerveau (Jackowski & Fagone, 2005). Il 
semblerait donc qu’une sous-expression globale du gène codant pour l’enzyme clé CT dans la 
synthèse des PtdCho soit observée dans les lignées RR. Ceci pourrait être une des raisons de 
l’accumulation de PCho dans les lignées RR (Fig. 40B). Néanmoins, cela ne se traduit pas par 
une perturbation dans la synthèse de la CDP-Cho (Fig. 40C) et une sous-expression d’un gène 
ne conduit pas nécessairement à une diminution de l’activité de l’enzyme codée. L’étude de 
l’expression de tous les gènes et leurs isoformes impliqués dans le métabolisme des PtdCho 
des quatre lignées doit être prolongée afin de compléter ces résultats. 
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III. Discussion générale 
 
Le projet avait initialement pour but d’identifier aux niveaux du transcriptome, du 
lipidome et du métabolome d’éventuels biomarqueurs permettant de prévoir la radiorésistance 
des quatre lignées cellulaires humaines de GBM étudiées. A ce stade de l’investigation, nous 
avons déterminé un seul biomarqueur de radiorésistance discriminant significativement les 
deux lignées RR (SF763 et U87) des deux lignées RS (SF767 et U251) : la PCho (Figs. 33 
et 36, Tabs. 9 et 11). Ce métabolite possède un pool plus important dans les cellules SF763, 
décrites comme les plus radiorésistantes (SF2 ~ 85%) (Delmas et al., 2002; Wang et al., 
2006).  
Par ailleurs, nous avons montré que l’accumulation de PCho est due à une 
incorporation accrue de d9-Cho dans les lignées RR, et donc de Cho par analogie, en 
particulier dans la lignée SF763 (Fig. 40A, Tabs. 15 et 16). Cela suggère une activité de la 
ChoK plus importante dans les lignées RR (Fig. 40B, Tabs. 15 et 16), bien que les 
observations ne permettent pas d’affirmer cette supposition.  
En revanche, l’accumulation de PCho ne se traduit pas par une vitesse de croissance 
cellulaire accrue des lignées RR, et encore moins par un turnover des PtdCho plus important. 
En effet, bien que la lignée RR U87 ait un turnover des PtdCho rapide (Fig. 40E, Tab. 15) et 
qu’elle ait été observée expérimentalement comme ayant une vitesse de croissance plutôt 
rapide, la lignée RR SF763 a un turnover lipidique faible et une vitesse de croissance plus 
faible que ceux des autres lignées. L’étude menée par marquage deutéré ne permet pas de 
déterminer si les enzymes PLC ou PLD ont une activité accrue dans les lignées RR. En 
revanche, la cinétique de formation de la d9-GPCho est accrue dans la lignée U87 comparée 
aux trois autres lignées (Fig. 40D). Cela se traduit par un pool de GPCho plus important dans 
cette lignée (Fig. 36, Tabs. 10 et 11). L’accumulation de GPCho pourrait avoir pour rôle de 
réduire le taux de dégradation des phospholipides membranaires afin d’assurer l’homéostasie 
de ces phospholipides dans les cellules cérébrales (Fallbrook et al., 1999). 
Au niveau transcriptomique, les lignées RR sous-expriment globalement l’enzyme CT 
sous ses deux formes (Tabs. 21 et 22). De plus, il est intéressant de noter que la lignée RR 
SF763 n’exprime pas l’isoforme CT-β, alors que la lignée RS U251 la sur-exprime (Figs. 43 
et 44, Tab. 21). L’enzyme CT étant l’enzyme régulatrice de la biosynthèse des PtdCho et 
utilisant comme substrat la PCho et le CTP, il semble donc logique de voir une accumulation 
de PCho dans les lignées RR.  
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Ces résultats sont cohérents si nous partons de l’hypothèse que les différences de 
radiosensibilité des quatre lignées cellulaires étudiées seraient corrélées à un processus de 
cancérisation plus ou moins avancé. En effet, une concentration en composés à choline plus 
importante dans la tumeur par rapport aux cellules saines voisines est généralement le résultat 
d’un processus de cancérisation (Glunde et al., 2006b). Certains auteurs proposent à cet égard 
la PCho comme biomarqueur du cancer du sein (Eliyahu et al., 2007). Pour d’autres (Glunde 
et al., 2006a), l’altération du métabolisme des PtdCho dans les cellules cancéreuses est 
majoritairement associée à une plus forte incorporation de Cho dans les cellules, à une sur-
expression et/ou une plus forte activité de la ChoK et à une plus grande activité des 
phospholipases.  
 
Il semblerait que sur les quatre modèles cellulaires étudiés, une partie des 
caractéristiques requises soient vérifiées, avec toutefois quelques spécificités pour chaque 
modèle. Selon une revue (Kiss, 1999), la forte concentration intracellulaire de PCho n’est pas 
impliquée dans la biosynthèse des PtdCho mais le serait dans la régulation de la croissance 
des cellules et dans la tumorogenèse. Enfin, une étude récente sur des gliomes de bas et haut 
grades (Righi et al., 2009) montre que le ratio GPCho/PCho < 1 dans les gliomes de haut 
grade est dû à une accumulation de PCho. Cette accumulation est le résultat d’une sur-
expression des gènes codant pour les protéines ChoK-β et PLC et d’une sous-expression du 
gène codant pour la CT-β.  
 
Un classement moléculaire des GBM est en train d’être réalisé (Mischel et al., 2003; 
Frenel et al., 2009). Il permet de grouper les malades en fonction de leur réponse au TMZ 
selon le statut du promoteur du gène MGMT (Stupp et al., 2005). Ce classement devrait 
permettre très prochainement de grouper les malades en fonction de leur réponse future à la 
radiothérapie. A ce jour, seule une équipe de chercheurs (Liu et al., 2009) a mis en évidence 
in vitro un marqueur prédictif de radiorésistance dans quatre lignées cellulaires de GBM. Les 
auteurs montrent que la différence de méthylation du promoteur du gène ERCC1 est corrélée 
à la radiorésistance des lignées étudiées. Une autre équipe a montré que sur des cellules 
souches myéloïdes 32D de souris cancérisées, l’augmentation du taux de DG est corrélée à la 
radiorésistance de ces clones, comparés aux cellules souches initiales non cancéreuses (Pacini 
et al., 1995). Ces mêmes auteurs ont par ailleurs observé une concentration accrue de PCho 
intracellulaire corrélée à une plus grande radiorésistance dans des cellules 32D transfectées 
avec l’oncogène v-erbB. 
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Le lien entre le métabolisme des PtdCho et la radiorésistance n’a jusqu’à présent 
jamais été établi dans des cellules de GBM. En revanche, une équipe de chercheurs 
(Vanpouille et al., 2009) a récemment montré une incorporation accrue de 18F-Cho dans des 
cellules U87 rendues résistantes au cisplatine ou à la doxorubicine. Les auteurs ont également 
mis en évidence une sur-expression des gènes codant pour les protéines CHT1 et ChoK dans 
les cellules chimio-résistantes comparées aux cellules parentes U87. Par ailleurs, le lien entre 
le métabolisme des PtdCho et l’hypoxie a été établi par d’autres chercheurs (Glunde et al., 
2008) sur un modèle cellulaire humain de cancer de la prostate (PC-3). Les auteurs montrent 
que sous hypoxie, la ChoK-α est activée par HIF-1, ce qui se traduit par une augmentation de 
la PCho intracellulaire.  
 
Pour conforter l’hypothèse selon laquelle le métabolisme des PtdCho et la 
radiorésistance des GBM seraient liés, nous pouvons souligner le fait que beaucoup d’espoirs 
sont portés sur l’utilisation d’alkylphospholides en tant qu’anti-cancéreux mais aussi en tant 
qu’agents radiosensibilisants (Vink et al., 2007) perturbant le métabolisme des PtdCho (van 
Blitterswijk & Verheij, 2008). Des ALP tels que l’érucylphosphocholine ou 
l’érucylphosphohomocholine testés in vitro sur des modèles cellulaires de GBM (T98G, A172 
et U87) induisent des morts cellulaires apoptotiques et nécrotiques radio-induites (Rubel et 
al., 2006). 
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IV. Conclusion et perspectives 
 
La PCho apparaît comme biomarqueur prédictif de la radiorésistance des GBM in 
vitro. Cependant, plusieurs points restent à élucider. Le premier concerne les lignées étudiées 
et plus particulièrement la lignée U87. En effet, dans le cas des gliomes, il est possible de 
grader les gliomes de bas et de haut grades, en fonction de leur profil métabolique. Dans le 
premier cas, le ratio GPCho/PCho est supérieur à un alors que, dans le second cas, ce ratio est 
inférieur à un (Sabatier et al., 1999; Lehnhardt et al., 2005; Sabatier et al., 2005). Le ratio 
GPCho/PCho est supérieur à un pour la lignée U87. Cela signifierait donc que cette dernière 
n’a pas un profil de GBM, mais celui d’un gliome de bas grade. Cette lignée reste cependant 
une des lignées cellulaires humaines de GBM la plus étudiée dans le monde et est présentée 
par l’ATCC (www.lgcstandards-atcc.org/) comme GBM. Le ratio GPCho/PCho comme 
critère de distinction entre les gliomes de bas et haut grades n’est donc pas infaillible, du 
moins pour les modèles cellulaires.  
 
L’investigation portant sur le métabolisme des PtdCho dans les cellules de GBM doit 
être poursuivie. De nombreux arguments laissent supposer un lien entre ce métabolisme et la 
radiorésistance des GBM (van Blitterswijk & Verheij, 2008). L’étude transcriptomique des 
gènes (et de leurs isoformes) impliqués dans le métabolisme des PtdCho doit être prolongée, 
ainsi que celle des gènes appartenant aux groupes GO « Transporteurs d’ions métalliques », 
« Réplication de l’ADN », « Activité oxydo-réductase » et « Régulation de l’induction de la 
traduction ».  
 
Une attention particulière doit être portée sur la voie anabolique des PtdCho dans les 
cellules de GBM, en particulier sur les protéines impliquées dans le transport de la Cho. 
Actuellement, nous ne savons pas précisément quelle est la contribution de chaque type de 
transporteurs pour l’incorporation de Cho dans ces types cellulaires. Le recours à des 
inhibiteurs ciblant les enzymes du métabolisme des PtdCho semble intéressant. L’utilisation 
des alkylphospholipides (ALP) comme agents radiosensibilisants en sont l’illustration (van 
Blitterswijk & Verheij, 2008).  
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Afin de confirmer l’intérêt de la PCho comme biomarqueur de radiorésistance in vitro, 
il serait intéressant d’augmenter le panel de lignées étudiées.  
Il faut garder présent à l’esprit que le phénotype radiorésistance pourrait être propre à 
chaque lignée et peut ne pas être comparable d’une lignée à l’autre. Nous nous sommes bien 
rendus compte de la difficulté de comparer quatre lignées différentes ayant chacune une 
morphologie et des caractéristiques moléculaires propres.  
Pour cela, nous pourrions nous inspirer des travaux d’une équipe qui a travaillé sur la 
lignée U87 rendue chimiorésistante (Vanpouille et al., 2009). Nous pourrions étudier les 
caractéristiques moléculaires des lignées RS (U251 et SF763) rendues radiorésistantes par des 
expositions régulières aux rayonnements ionisants.  
 
A contrario, il serait intéressant d’étudier les perturbations métaboliques de cellules 
RR radiosensibilisées par des agents chimiothérapeutiques ou par inhibition de protéines 
impliquées dans les voies de signalisation de la radiorésistance des GBM. Les études qui ont 
été menées au laboratoire et qui sont présentées dans la partie II de ce manuscrit vont dans ce 
sens. 
 
Les liens entre radio- et chimio-résistance des GBM d’une part, entre chimiorésistance 
et métabolisme des PtdCho d’autre part, restent à établir.  
Dans le premier cas, il semblerait que la sur-expression du gène MDR1 (Multidrug 
resistance 1), codant pour la protéine Pgp impliquée dans le phénomène de résistance multi-
médicaments (MDR) des GBM, confère une radiorésistance accrue aux cellules 
lymphoblastoïdes humaines TK6 et aux cellules souches hématopoïétiques humaines CD34+ 
(Maier et al., 2006; Maier et al., 2008).  
A contrario, la sur-expression de HIF-1α augmente la chimio-résistance des cellules 
cancéreuses épidermoïdes (Sasabe et al., 2007). 
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En ce qui concerne le lien possible entre la chimio-résistance des GBM et le 
métabolisme des PtdCho, Vanpouille et ses collaborateurs ont montré que les cellules U87 
rendues chimiorésistantes au cisplatine ou à la doxorubicine sur-expriment les protéines Pgp 
et/ou MRP1, tandis que le métabolisme des PtdCho est accru (Vanpouille et al., 2009). Alors 
qu’une équipe de chercheurs (Carrella et al., 1999) a montré une corrélation entre la sur-
expression du gène MRP2 codant pour la protéine Pgp et une augmentation de la biosynthèse 
des PtdCho dans la vésicule biliaire du rat, plusieurs études suggèrent que la Pgp possède une 
activité translocase des phospholipides au niveau membranaire (Romsicki & Sharom, 2001; 
Eckford & Sharom, 2005).  
 
Enfin, l’étude de biopsies de GBM devra être réalisée afin de vérifier la corrélation 
entre l’augmentation de la PCho dans plusieurs régions tumorales et la durée de survie des 
malades. Par ailleurs, une investigation plus approfondie devra être menée sur les zones de 
récidives tumorales suspectées d’être le siège de cellules souches cancéreuses connues pour 
être radiorésistantes (Kanu et al., 2009). Le lien entre ces zones de récidive et une 
augmentation de tCho a déjà été établi par 1H SRM par plusieurs équipes (Park et al., 2007; 
Laprie, 2009). 
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I. Projet FTI-277 
 
I.1. Présentation du projet 
 
Le projet a porté sur l’étude des perturbations métaboliques à long terme (quatre à six 
jours après irradiation) occasionnées par la présence d’un radiosensibilisateur qui est un 
inhibiteur de la farnésyltransférase, le FTI-277, sur la lignée radiorésistante U87, avant et 
après une irradiation de 2 Gy. Pour cette étude, quatre conditions ont été considérées : U87 
contrôles (témoins), U87 traitées (U87-FTI), U87 irradiées (U87-2Gy) et U87 traitées et 
irradiées (U87-FTI/2Gy).  
Nous avons supposé que l’utilisation d’un agent radiosensibilisant sur des cellules 
radiorésistantes entraînerait une modification métabolique des cellules leur conférant un profil 
métabolique de cellules radiosensibles, comme observé dans le projet RR vs RS. Une 
attention particulière a ainsi été accordée aux composés à choline, PCho et GPCho. 
 
I.2. Contrôle de l’inhibition de la farnésyltransférase par WB 
 
L’inhibition de la farnésyltransférase a été vérifiée en observant l’altération de la 
farnésylation de la protéine HDJ-2 par Western-Blot (WB). La protéine HDJ-2 farnésylée est 
apparue sur la membrane à un poids moléculaire d’environ 50 kDa. Au-delà d’une 
concentration de 0,5 µM en FTI-277, une deuxième bande est apparue au-dessus de la 
première, correspondant à la forme non-farnésylée d’HDJ-2. Cette deuxième bande s’est 
substituée à la première pour des concentrations supérieures à 10 µM (Fig. 45).  
Nous avons donc utilisé la dose de 10 µM pour le traitement des cellules, comme cela 
avait été décrit précédemment (Maity et al., 2000).  
 
Figure 45. Vérification par Western-Blot de l’inhibition de la farnésyltransférase sur la 
protéine HDJ-2 (poids moléculaire ~ 50 kDa).
0 0 0,1 0,5 1 5 10 20 µM
Bande supérieure: HDJ-2 non farnésylée  
Bande inférieure: HDJ-2 farnésylée  
FTI 
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I.3. Etude métabolomique 
 
Pour cette étude, les quatre conditions considérées : témoins, U87-FTI, U87-2Gy et 
U87-FTI/2Gy ont été comparées deux à deux. Le nombre d’individus est respectivement de : 
8, 7, 8 et 8. Les comparaisons considérées sont les suivantes : 
• Comparaison 1 : témoins vs U87-FTI ;  
• Comparaison 2 : témoins vs U87-2Gy ;   
• Comparaison 3 : U87-2Gy vs U87-FTI/2Gy ;  
• Comparaison 4 : témoins vs U87-FTI/2Gy. 
 
La première comparaison permet de mettre en évidence les métabolites qui varient de 
manière significative après traitement des cellules au FTI-277. La seconde comparaison 
permet de vérifier l’influence de l’irradiation sur le profil métabolique des cellules. La 
troisième comparaison montre les métabolites qui varient de manière significative après 
traitement des cellules au FTI-277 et irradiation. En effet, en comparant les items 1 et 3, nous 
pouvons vérifier si l’association irradiation plus traitement a un effet antagoniste, cumulé ou 
synergique sur les variations métaboliques. Enfin, la comparaison 4 est effectuée en tenant 
compte des comparaisons 1 et 3. En effet, les éventuelles variations métaboliques observées 
peuvent être aussi bien dues au FTI, aux rayonnements ionisants (RI) ou à l’association des 
deux. 
Le détail de la procédure d’analyses statistiques adoptée au sein de l’équipe sera décrit 
explicitement pour la comparaison 1 uniquement. 
 
I.3.1. Attribution spectrale et bucketing 
 
L’attribution spectrale a été effectuée au préalable à partir des bases de données 
métaboliques dont nous disposons pour chaque lignée cellulaire de GBM (voir partie Matériel 
et méthodes). La liste des buckets (ou variables, notées var.) considérés (numéros de 
variables, déplacements chimiques et attributions) dans cette étude est décrite dans le 
tableau 23. 
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Tableau 23. Liste des buckets (numéros de variables, déplacements chimiques et 
attributions) pour l’étude métabolomique du projet FTI-277. 
 
N° δ (ppm) attribution N° δ (ppm) attribution 
1 8.458595 8.448595 AXP 31 3.378448 3.369448 Gly+Gln 
2 8.379593 8.370593 ? 32 3.243444 3.229444 GPCho 
3 8.283590 8.268590 AXP 33 3.229444 3.215443 PCho 
4 8.165587 8.156586 ? 34 3.215443 3.200443 Cho 
5 7.796576 7.767575 ? 35 3.085440 3.074439 Tau 
6 7.735574 7.720574 ? 36 3.048438 3.043438 PCr 
7 7.715574 7.698573 UDP 37 3.043438 3.036438 Cr 
8 7.689573 7.677572 UXP 38 3.003437 2.952436 GSH_ox 
9 7.404565 7.283561 Phe 39 2.952436 2.892434 GSH_red 
10 7.127557 7.094556 Tyr 40 2.837432 2.773430 GSH_red 
11 6.791547 6.759546 Tyr 41 2.773430 2.754430 Asp 
12 6.523539 6.518539 Fum 42 2.735429 2.714429 Asp 
13 6.178529 6.150528 AXP 43 2.498423 2.411420 GSH_ox+red 
14 5.996524 5.973523 ? 44 2.411420 2.399420 Succ+GSH_ox+red
15 5.901521 5.869520 UDP 45 2.399420 2.383419 ? 
16 4.516481 4.465479 UDP 46 2.369419 2.317417 Gln 
17 4.445479 4.396477 AXP 47 2.309417 2.249415 Glu 
18 4.361476 4.303475 GPCho 48 2.131412 2.122412 Met 
19 4.303475 4.254473 GSH_red 49 2.058410 1.923406 GSH+Glu+Gln 
20 4.254473 4.193472 AXP+UXP 50 1.905405 1.849404 GSH+Glu+Gln 
21 4.193472 4.127470 PCho 51 1.394391 1.359390 Ala 
22 4.127470 4.097469 Lac 52 1.344389 1.315388 Lac 
23 3.955465 3.947464 PCr 53 1.231386 1.211385 Thr 
24 3.939464 3.927464 Cr 54 1.001379 0.978379 Val 
25 3.793460 3.783460 GSH_ox 55 0.978379 0.956378 Ile 
26 3.783460 3.775460 GSH_red 56 0.956378 0.937377 Leu 
27 3.775460 3.764459 GSH_ox+red 57 0.937377 0.929377 Val+Ile 
28 3.732458 3.724458 Asp+GSH_ox+red 58 0.929377 0.921377 Leu 
29 3.705457 3.668456 GPCho 59 0.921377 0.917377 Val 
30 3.514452 3.463450 Glu 60 0.917377 0.892376 Ile 
« ? » signifie que la variable n’a pas été attribuée. 
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I.3.2. Comparaison 1 : témoins vs U87-FTI 
 
I.3.2.1. Analyse univariée non supervisée 
 
L’analyse univariée non supervisée des 60 variables considérées indistinctement pour 
les deux conditions a pour but de trouver les variables susceptibles d’être outliers, celles qui 
présentent une forte variance et/ou une forte étendue (Fig. 46), et enfin le nombre de variables 
outliers par individu donné (Fig. 47).  
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Figure 46. Résultats en analyse univariée non supervisée : (A) Box plots des 60 variables, 
(B) Nombre de fois où les variables sont outliers dans les quinze individus considérés, (C) 
variance et (D) étendue de chaque variable. 
 La figure 46B montre que la variable 10 (Tyr) est outlier dans quatre individus sur 
quinze (27%). Elle devra donc être considérée avec attention si elle apparaît plus tard comme 
variable discriminante dans les analyses multivariées. De la même façon, les variables 3, 8, 
27, 41, 54 et 59 sont outliers dans deux individus sur quinze (13%). Les variables 32 
(GPCho), 33 (PCho), 47 (Glu) et 51 (Ala) ont une variance (Fig. 46C) et une étendue 
(Fig 46D) élevées par rapport à celles des autres variables. Si leur variance est principalement 
due à une hétérogénéité intra-condition, il sera nécessaire de normaliser les données en les 
divisant par leur variance (UV scaling) pour les analyses multivariées. 
Chapitre III - Partie II : Projet FTI-277
 
 199
Individus
N
om
br
e 
de
 v
ar
ia
bl
es
 
ou
tli
er
sp
ar
 e
xp
ér
ie
nc
e
N
om
br
e 
de
 v
ar
ia
bl
es
 
ou
tli
er
sp
ar
 e
xp
ér
ie
nc
e
 
Figure 47. Résultat en analyse univariée non supervisée : nombre de variables outliers 
pour chaque individu. 
 
La figure 47 montre que six variables (10%) sont outliers dans les individus 
témoin32A et témoin33, alors que cinq (9%) le sont dans l’individu FTI26. Les individus 
devront être considérés avec attention par la suite. 
 
I.3.2.2. Analyse multivariée non supervisée 
 
L’analyse multivariée non supervisée en ACP, avec ou sans UV, montre : (i) la 
présence ou non d’individus outliers dans les groupes analysés séparément (ACP-Class, 
Fig. 48) et (ii) lorsque les deux groupes sont considérés ensemble (ACP-X, Fig. 49), leur 
éventuelle séparation en fonction des variances de leurs variables. 
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Figure 48. Score plots des ACP-Class : groupe témoins sans (A) et avec (C) UV ; groupe 
U87-FTI sans (B) et avec (D) UV. 
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Figure 49. Résultats en ACP-X : Score plot sans (A) et avec (C) UV ; Loading plot sans 
(B) et avec (D) UV. 
 
La figure 48 confirme que les deux groupes étudiés (témoins et U87-FTI) sont 
homogènes, avec et sans UV. Les individus témoin32A et témoin33 se détachent légèrement, 
mais restent néanmoins dans la sphère de confiance (Figs. 48A et C) et ne doivent donc pas 
être considérés comme outliers. Il en est de même pour l’individu FTI26 (Figs. 48B et D). 
 
Les figures 49A et 49C montrent une séparation des deux groupes suivant l’axe 2, 
avec et sans UV. Sans UV, cette séparation est principalement imputable à la variable PCho 
(var. 33) et, dans une moindre mesure, aux variables GSH_ox+red (var. 43) et Tau (var. 35) 
(Fig. 49B). En revanche, la forte variance de la variable GPCho (var. 32) selon l’axe 1 
montre l’hétérogénéité intra-groupe de ce métabolite.  
 
Lorsque les données sont normalisées en UV, les variables possédant une forte 
variance (GPCho, PCho...) voient leur poids diminué pour la séparation des groupes 
(Fig. 49D). Cela entraîne un regroupement des individus selon l’axe 1, mais une moins nette 
séparation selon l’axe 2. En effet, le poids de la variable PCho (var. 33) est atténué avec cette 
procédure. Pour cette comparaison, l’analyse multivariée non supervisée des données en UV 
n’est donc pas nécessaire.  
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I.3.2.3. Analyse univariée supervisée  
 
L’anayse univariée supervisée a pour but d’identifier les variables significativement 
discriminantes selon le test de Welch (p < 0,05), en tenant compte de l’allure des box plots et 
des violin plots par niveau et de la distribution intra-groupe de leurs valeurs. En effet, pour 
que deux groupes de données soient comparables selon le test de Welch, leur distribution doit 
être normale. Seules les variables identifiées et correspondant au signal d’un seul métabolite 
seront considérées. 
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Figure 50. Résultats en analyse univariée supervisée : (A) test de Welch ; tests de 
normalité du groupe témoins (B) et du groupe U87-FTI (C). 
 
Selon les résultats de la figure 50A, les variables 12 (Fum), 27 (GSH_ox+red), 32 
(GPCho), 33 (PCho), 43 (GSH_ox+red) et 50 (GSH+Glu+Gln) (cette dernière n’étant pas 
considérée car non attribuée à un seul métabolite) ont une p-value inférieure à 0,05. 
Cependant, la variable 32 (GPCho) ne suit pas une loi normale pour le groupe témoin 
(Fig. 50B). Cette variable doit donc être considérée avec précaution. 
Fum (var. 12)
Témoins U87-FTI Témoins U87-FTI
Témoins U87-FTI Témoins U87-FTI
GSH_ox+red (var. 27)
Témoins U87-FTI Témoins U87-FTI
GPCho (var. 32)
PCho (var. 33)
Témoins U87-FTI Témoins U87-FTI
GSH_ox+red (var. 43)
Témoins U87-FTI Témoins U87-FTI
 
Figure 51. Box plots et violin plots par niveau des variables significativement 
discriminantes (p < 0,05) entre les groupes témoins et U87-FTI. 
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D’après les box plots et violin plots (Fig. 51), seules les variables GPCho (var. 32) et 
PCho (var. 33) sont véritablement discriminantes. La variable Fum (var. 12) correspondant à 
un signal très affecté par le bruit de fond sur les spectres RMN ne sera plus considérée par la 
suite. Les variables 27 et 43 (GSH_ox+red) ont tendance à être plus élevées dans les individus 
témoins, mais les violin plots montrent qu’il y a un recouvrement dans leur distribution entre 
les deux groupes. La variable GPCho est néanmoins outlier dans deux individus (témoin32A 
et FTIA30). Si l’on ne tenait pas compte de ces deux individus, ses violin plots seraient bien 
différenciés et les valeurs de cette variable dans le groupe témoins tendraient vers une 
distribution normale. Nous conserverons cependant ces deux individus dans la suite de 
l’analyse. La variable PCho suit quant à elle une distribution normale dans les deux groupes et 
il n’y pas de chevauchement entre les deux violin plots. 
 
I.3.2.4. Analyse multivariée supervisée  
 
La PLS-DA est une méthode d’analyse multivariée supervisée qui prend en compte la 
connaissance préalable des groupes étudiés afin d’en optimiser la séparation.  
-2,5
-2,0
-1,5
-1,0
-0,5
0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4
Témoin
FTI
Témoin28 Témoin26
TémoinA30
TémoinB30TémoinC30TémoinD30
Témoin32A
Témoin33
FTI26
FTI28
FTIA30
FTIB30
FTIC30
FTI32
FTI33
-0,4
-0,2
-0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
-0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
ATP?
AXP
? UXP?UDPUXP
PheTyrFum
ATPUXPUDPUDPATP GPChoGSH_red
ATP+UDP
PCho
LacPCrr
GSH_oxGSH_red
GSH_ox+red
Asp+GSH_ox
GPCho
Glu
Gly+Gln
GPCho
PCho
Cho
Tau
PCCrGSH_ox
GSH_redGSH_red
Aspsp
GSH_ox+red
S cc+GSH_o?Gln
Glu
Met
GSH+Glu+Gl
GSH+Glu+Gl
Ala
LacThr
ValIleLeul+IleLeuValIle
Axe 1
A
xe
 2
Axe 1
A
xe
 2
GPCho PCho Ala
V
al
eu
r 
de
s V
IP
-0,6
-0,4
-0,2
-0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
1,4
1,6
A
TP
?
A
X
P ?
U
X
P ?
U
D
P
U
X
P
Ph
e
Ty
r
Ty
r
Fu
m
A
TP
U
X
P
U
D
P
U
D
P
A
TP
G
PC
ho
G
SH
_r
ed
A
TP
+U
D
P
PC
ho La
c
PC
r
C
r
G
SH
_o
x
G
SH
_r
ed
G
SH
_o
x+
re
d
A
sp
+G
SH
_o
x
G
PC
ho G
lu
G
ly
+G
ln
G
PC
ho
PC
ho
C
ho Ta
u
PC
r
C
r
G
SH
_o
x
G
SH
_r
ed
G
SH
_r
ed
A
sp
A
sp
G
SH
_o
x+
re
d
Su
cc
+G
SH
_o ? G
ln
G
lu
M
et
G
SH
+G
lu
+G
l
G
SH
+G
lu
+G
l
A
la
La
c
Th
r
V
al Ile Le
u
V
al
+I
le
Le
u
V
al Ile
C
oe
ffi
ci
en
ts
A B
0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0
3,5
4,0
4,5
5,0
5,5
6,0
C
D Témoins – U87-FTI Témoins
U87-FTI
A
xe
 2
A
xe
 2
V
al
eu
r 
de
s V
IP
A
TP
?
A
X
P ?
U
X
P ?
U
D
P
U
X
P
Ph
e
Ty
r
Ty
r
Fu
m
A
TP
U
X
P
U
D
P
U
D
P
A
TP
G
PC
ho
G
SH
_r
ed
A
TP
+U
D
P
PC
ho La
c
PC
r
C
r
G
SH
_o
x
G
SH
_r
ed
G
SH
_o
x+
re
d
A
sp
+G
SH
_o
x
G
PC
ho G
lu
G
ly
+G
ln
G
PC
ho
PC
ho
C
ho Ta
u
PC
r
C
r
G
SH
_o
x
G
SH
_r
ed
G
SH
_r
ed
A
sp
A
sp
G
SH
_o
x+
re
d
Su
cc
+G
SH
_o ? G
ln
G
lu
M
et
G
SH
+G
lu
+G
l
G
SH
+G
lu
+G
l
A
la
La
c
Th
r
V
al Ile Le
u
V
al
+I
le
Le
u
V
al Ile
A
TP
?
A
X
P ?
U
X
P ?
U
D
P
U
X
P
Ph
e
Ty
r
Ty
r
Fu
m
A
TP
U
X
P
U
D
P
U
D
P
A
TP
G
PC
ho
G
SH
_r
ed
A
TP
+U
D
P
PC
ho La
c
PC
r
C
r
G
SH
_o
x
G
SH
_r
ed
G
SH
_o
x+
re
d
A
sp
+G
SH
_o
x
G
PC
ho G
lu
G
ly
+G
ln
G
PC
ho
PC
ho
C
ho Ta
u
PC
r
C
r
G
SH
_o
x
G
SH
_r
ed
G
SH
_r
ed
A
sp
A
sp
G
SH
_o
x+
re
d
Su
cc
+G
SH
_o ? G
ln
G
lu
M
et
G
SH
+G
lu
+G
l
G
SH
+G
lu
+G
l
A
la
La
c
Th
r
V
al Ile Le
u
V
al
+I
le
Le
u
V
al Ile
C
oe
ffi
ci
en
ts
 
Figure 52. Résultats de l’analyse multivariée supervisée (PLS-DA sans UV) de la comparaison « témoins 
vs U87-FTI » : (A) Score plot, (B) Loading plot, (C) VIP plot et (D) Coefficient plot (Témoins – U87-FTI). 
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Les résultats de la PLS-DA de la figure 52 sont les suivants : nombre d’axes : 4 ; R2X 
= 0,927 ; R2Y = 0,989 ; Q2 = 0,922 ; CV-ANOVA = 5.10-3. 
La qualité du modèle prédictif est attestée par la valeur du Q2 proche de 1 et la valeur 
élevée du R2Y. Le score plot (Fig. 52A) montre une bonne séparation des groupes témoins et 
U87-FTI. Cette discrimination est principalement due aux variables GPCho (var. 32) et 
PCho (var. 33) (Fig. 52B). La contribution de ces deux variables à la construction du modèle 
est confirmée par les valeurs élevées de leur VIP (Fig. 52C). Les histogrammes du coefficient 
plot confirment que les concentrations de ces métabolites sont significativement plus élevées 
dans les individus témoins. En effet, leur écart-type ne coupe pas l’axe des abscisses 
(Fig. 52D). Les variables 43 et 27 (GSH_ox+red) ne ressortent pas sur le coefficient plot de la 
PLS-DA, ce qui signifie que leur impact dans la séparation des deux groupes est mineur.  
 
I.3.2.5. Bilan 
 
Compte-tenu des différentes analyses statistiques reportées ci-dessus, seuls les 
métabolites PCho et GPCho permettent de discriminer les deux groupes témoins et U87-FTI.  
Le tableau 24 regroupe les p-values (test de Welch) et les pourcentages de variation 
des métabolites PCho, GPCho et GSH_ox+red obtenus en comparant leurs valeurs moyennes 
dans les individus U87-FTI par rapport à celles des témoins.  
 
Tableau 24. Valeurs des p-values des métabolites discriminants dans la comparaison 
« témoins vs U87-FTI » ainsi que leur pourcentage de variation (± SD). 
Métabolite 
discriminant 
p-value (test 
de Welch) 
Pourcentage de 
variation (± SD)* 
Confirmation 
par une autre 
variable
Intervenant dans 
la construction du 
modèle 
PCho (var. 33) 1,80.10-5 -26 ± 4% - Oui 
GSH_ox+red (var. 43) 6,07.10-3 -13 ± 8% var. 27 - 
GPCho (var. 32) 2,04.10-2 -11 ± 6% - Oui 
* Le pourcentage est calculé en comparant les valeurs moyennes des individus U87-FTI par rapport à celles 
des individus témoins. 
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I.3.3. Comparaison 2 : témoins vs U87-2Gy 
 
La même procédure que pour la comparaison 1 a été adoptée. Elle ne sera pas détaillée 
et seuls les principaux résultats seront présentés. 
L’irradiation des cellules modifie très fortement leur métabolisme. Trente-sept 
variables possèdent une p-value significativement différente (p < 0,05) entre les deux groupes 
étudiés (Tab. 25).  
De plus, la concentration de la quasi-totalité des métabolites est inférieure dans le 
groupe irradié (Fig. 53D).  
 
Tableau 25. Liste (ordre décroissant) des variables possédant une p-value significative 
(p < 0,05) entre les groupes témoins et U87-2Gy. 
N° Variable p-value N° Variable p-value N° Variable p-value 
21 PCho 1,24E-09 15 UXP 7,89E-04 58 Leu 1,01E-02 
24 Cr 3,74E-07 10 Tyr 1,04E-03 25 GSH_ox 1,17E-02 
33 PCho 6,69E-07 49 GSH+Glu+Gln 1,12E-03 6 ? 1,51E-02 
43 GSH_ox+red 3,57E-06 40 GSH_red 1,73E-03 9 Phe 1,55E-02 
19 GSH_red 4,67E-06 39 GSH_red 1,80E-03 13 AXP 1,69E-02 
27 GSH_ox+red 6,60E-06 55 Ile 2,25E-03 12 Fum 1,77E-02 
32 GPCho 1,28E-05 56 Leu 2,75E-03 46 Gln 1,83E-02 
18 GPCho 2,37E-05 20 AXP+UXP 2,84E-03 30 Glu 3,78E-02 
26 GSH_red 2,51E-05 3 ? 3,08E-03 17 AXP 3,92E-02 
28 Asp+GSH_ox+red 7,15E-05 53 Thr 4,02E-03 60 Ile 4,58E-02 
29 GPCho 9,42E-05 57 Val+Ile 4,18E-03 22 Lac 4,95E-02 
16 UXP 1,42E-04 14 ? 5,82E-03    
23 PCr 3,27E-04 42 Asp 8,67E-03    
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Figure 53. Résultats en analyse multivariée supervisée (PLS-DA sans UV) de la 
comparaison « témoins vs U87-2Gy » : (A) Score plot, (B) Loading plot, (C) VIP plot et 
(D) Coefficient plot (Témoins – U87-2Gy) 
 
Les résultats en analyse multivariée non supervisée avec et sans UV ont déjà montré 
qu’il est facilement possible de distinguer sans a priori les individus non irradiés et irradiés. 
Les résultats de l’analyse multivariée supervisée en PLS-DA sans UV présentés dans la figure 
53 ont confirmé la qualité du modèle (3 axes, R2X = 0,967, R2Y = 0,997, Q2 = 0,991, CV-
ANOVA = 6,8.10-8). Les variables GPCho (var. 29 et 32) et PCho (var. 33) contribuent 
fortement à la construction du modèle.  
Néanmoins, nous ne tirerons aucune conlusion de cette comparaison. 
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I.3.4. Comparaison 3 : U87-2Gy vs U87-FTI/2Gy 
 
Les variables, classées dans l’ordre décroissant, 33 (PCho), 15 (UXP), 52 (Lac), 24 
(Cr), 16 (UXP), 51 (Ala) et 20 (AXP+UXP) sont significativement discriminantes (p < 0,05). 
Les var. 24 et 20 n’ont pas été considérées par la suite. La première ne correspond pas au 
signal de la Cr le mieux résolu sur le spectre et n’est pas confirmée par l’autre signal de la Cr 
sur le spectre (var. 37). La seconde n’est pas spécifique d’un seul métabolite : elle confirme 
néanmoins le caractère discriminant d’UXP. L’allure des box plots et violin plots par niveau 
des variables 33 (PCho), 15 et 16 (UXP), 52 (Lac) et 51 (Ala) confirment les résultats du test 
de Welch (Fig. 54). 
 
UXP (var. 15)
U87-2Gy U87-FTI/2Gy U87-2Gy U87-FTI/2Gy
UXP (var. 16)
U87-2Gy U87-FTI/2Gy U87-2Gy U87-FTI/2Gy
PCho (var. 33)
U87-2Gy U87-FTI/2Gy U87-2Gy U87-FTI/2Gy
Ala (var. 51)
U87-2Gy U87-FTI/2Gy U87-2Gy U87-FTI/2Gy
Lac (var. 52)
U87-2Gy U87-FTI/2Gy U87-2Gy U87-FTI/2Gy
 
 
Figure 54. Box plots et violin plots par niveau des variables significativement 
discriminantes (p < 0,05) entre les groupes U87-2Gy et U87-FTI/2Gy. 
 
Le modèle obtenu en PLS-DA sans UV est prédictif (Fig. 55) : 4 axes, R2X = 0,884, 
R2Y = 0,986, Q2 = 0,929, CV-ANOVA = 3,05.10-3. Les variables GPCho (32), PCho (33) et 
Ala (51) contribuent fortement à la construction du modèle, bien que GPCho ne soit pas 
discriminant. Le coefficient plot confirme que l’Ala est plus important dans les individus U87-
FTI/2Gy.  
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Figure 55. Résultats en analyse multivariée supervisée (PLS-DA sans UV) de la 
comparaison « U87-2Gy vs U87-FTI/2Gy » : (A) Score plot, (B) Loading plot, (C) VIP plot 
et (D) Coefficient plot (U87-2Gy – U87-FTI/2Gy). 
Le tableau 26 regroupe les métabolites discriminants dans la comparaison « U87-2Gy 
vs U87-FTI/2Gy ».  
Tableau 26. Valeurs des p-values des métabolites discriminants dans la comparaison 
« U87-2Gy vs U87-FTI/2Gy » ainsi que leur pourcentage de variation (± SD). 
Métabolite 
discriminant 
p-value (test 
de Welch) 
Pourcentage de 
variation (± SD)* 
Confirmation par 
une autre variable 
Intervient dans la 
construction du modèle 
PCho (var. 2,80.10-3 -13 ± 5% - Oui 
UXP (var. 15) 7,16.10-3 +11 ± 8% var. 16 - 
Lac (var. 52) 2,52.10-2 -14 ± 8% - - 
Ala (var. 51) 4,54.10-2 +12 ± 10% - Oui 
* Le pourcentage est calculé en comparant les valeurs moyennes des individus U87-FTI/2Gy par rapport à 
celles des individus U87-2Gy. 
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I.3.5. Comparaison 4 : témoins vs U87-FTI/2Gy 
 
Comme pour la comparaison 2, il est très difficile de tirer un quelconque résultat de 
cette comparaison. En effet, les individus U87-FTI/2Gy (traités et irradiés) ont globalement 
une valeur de leurs variables inférieures à celles des individus témoins. Trente-quatre 
variables possèdent une valeur de leur p-value significativement différente (p < 0,05) entre les 
deux groupes étudiés. Les variables PCho (33), GSH_ox+red (43) et GPCho (32) ont des 
valeurs de p-value inférieures à 10-4. 
Notons par ailleurs que des variables autres que PCho (var. 33), GPCho (var. 32) ou 
GSH (var. 43) observées dans les comparaisons précédentes sont significativement plus 
élevées dans les individus U87-FTI/2Gy par rapport aux individus témoins (Fig. 56). C’est le 
cas des variables Ala (51) et Gln (46) dont les valeurs de p-values sont respectivement de 
8,92.10-3 et 6,85.10-4. L’allure de leurs box plots et violin plots par niveau confirment leur 
caractère discriminant. 
Gln (var. 46)
Témoins U87-FTI/2Gy Témoins U87-FTI/2Gy
Ala (var. 51)
Témoins U87-FTI/2Gy Témoins U87-FTI/2Gy  
Figure 56. Box plots et violin plots des variables significativement discriminantes 
Gln (46) et Ala (51) entre les groupes témoins et U87-FTI/2Gy. 
Le modèle obtenu en PLS-DA sans UV est prédictif : 3 axes, R2X = 0,967, 
R2Y = 0,997, Q2 = 0,987, CV-ANOVA = 4,4.10-7 et les variables PCho (33) et GPCho (32) 
contribuent principalement à la séparation des deux groupes et à la construction du modèle. 
Les résultats de la PLS-DA pour cette comparaison ne sont pas présentés, compte tenu du fait 
qu’ils sont liés à l’irradiation des cellules et qu’ils n’apportent pas d’information 
supplémentaire par rapport aux résultats de la comparaison 2 (Fig. 55). 
Chapitre III - Partie II : Projet FTI-277
 
 209
I.3.6. Interprétation 
 
Afin de pouvoir observer l’impact de l’association irradiation plus traitement au FTI-
277 sur le profil métabolique des cellules U87, nous avons comparé les variations 
métaboliques entre les individus témoins et U87-FTI d’une part (comparaison 1) et les 
variations métaboliques entre les individus U87-2Gy et U87-FTI/2Gy d’autre part 
(comparaison 3). Nous avons par ailleurs observé que les variables Ala (51) et Gln (46) sont 
plus importantes dans les individus U87-FTI/2Gy, comparés aux individus Témoins (Fig. 56).  
Nous avons ainsi pu sélectionner des variables discriminantes que nous avons 
quantifiées dans les quatre groupes (Tab. 27). Pour un individu d’un groupe donné, chaque 
variable est exprimée en « Anormalisée/mg de protéines ». L’aire normalisée Anormalisée 
correspond à l’aire de chaque variable divisée par l’aire du signal du TSP, puis divisée par la 
somme des aires des variables de l’individu considéré et enfin multipliée par la moyenne des 
sommes des aires des variables des individus appartenant à un groupe donné. Pour plus de 
précision sur la méthodologie de traitement des données, voir le paragraphe II.3.7. de la partie 
Matériel et Méthodes. 
Tableau 27. Valeurs des variables discriminantes des comparaisons 1 et 3 dans les 
quatre conditions et p-values de ces variables entre les groupes U87-FTI/2Gy et 
Témoins. 
Variable 
Moyenne (± SD) des variables dans les quatre 
conditions (en Anormalisée/mg de protéines) 
Comparaison entre les conditions 
U87-FTI /2Gy et Témoins 
N° Métabolite Témoins U87-FTI U87-2Gy U87-FTI/2Gy p-value (test de 
Welch) 
Pourcentage de 
variation (± SD) 
16 UXP (x10-1) 8,13 ± 0,59 8,86 ± 1,34 6,70 ± 0,50 7,19 ± 0,34 2,41.10-3 -12 ± 4% 
27 GSH 1,29 ± 0,10 1,11 ± 0,08 0,97 ± 0,08 0,94 ± 0,07 2,42.10-6 -27 ± 6% 
32 GPCho 13,64 ± 1,37 12,09 ± 0,83 9,55 ± 0,92 10,17 ± 0,59 8,11.10-5 -25 ± 4% 
33 PCho 4,87 ± 0,42 3,59 ± 0,18 3,19 ± 0,28 2,76 ± 0,14 4,93.10-7 -43 ± 3% 
43 GSH 2,27 ± 0,17 1,98 ± 0,17 1,67 ± 0,15 1,59 ± 0,12 6,75.10-7 -30 ± 6% 
46 Gln (x10-1) 6,88 ± 2,35 8,63 ± 2,15 9,67 ± 1,74 11,34 ± 1,41 6,85.10-4 +65 ± 21% 
51 Ala 2,51 ± 0,46 2,82 ± 0,49 2,78 ± 0,32 3,11 ± 0,27 8,92.10-3 +24 ± 11% 
52 Lac (x10-1) 8,52 ± 1,69 7,81 ± 1,30 9,07 ± 1,17 7,83 ± 0,71 3,08.10-1 -8 ± 8% 
Afin de faciliter l’interprétation du tableau 27, les valeurs sont représentées sous forme 
d’histogrammes dans la figure 57. Le métabolite GSH_ox+red (ou GSH, var. 27 et 43) n’a été 
représenté qu’une seule fois (var. 43).  
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Figure 57. Valeurs des variables sélectionnées (en Aire normalisée/mg de protéines) dans 
les individus témoins, U87-FTI, U87-2Gy et U87-FTI/2Gy. 
 
Les valeurs de GPCho, PCho et GSH sont significativement inférieures dans les 
individus U87-FTI/2Gy comparés aux témoins. A contrario, les valeurs des métabolites Gln et 
Ala sont significativement supérieures dans les individus U87-FTI/2Gy comparés aux 
témoins. Nous pouvons donc noter une potentialisation de l’association FTI + RI sur les 
métabolites cités. 
 
I.3.7. Discussion et conclusion 
 
L’hypothèse selon laquelle les cellules U87 radiosensibilisées (U87-FTI/2Gy) auraient 
un profil de leurs composés à choline (PCho et GPCho) semblable à celui des cellules 
radiosensibles est difficilement vérifiable d’après les résultats de cette étude. Bien que PCho 
et GPCho diminuent dans les individus U87-FTI/2Gy comparés aux témoins, et que la somme 
PCho + GPCho soit sensiblement la même dans les deux groupes irradiés, nous pensons que 
ces résultats sont davantage le reflet d’un état cellulaire que d’un effet de l’agent 
radiosensibilisant.  
En effet, nous nous sommes aperçus que la confluence des cellules avait une grande 
influence sur la concentration de ces deux métabolites. Ce constat avait déjà été fait sur les 
cellules U87 par D. Bon, une ancienne doctorante du laboratoire (Bon, 2008). Elle avait 
notamment montré qu’entre 60 et 80% de confluence, la concentration intracellulaire des 
métabolites PCho et GPCho diminue sensiblement. 
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Au cours de cette étude, nous avons fait en sorte que les cellules récoltées soient à 
60% de confluence, ce qui s’est avéré exact pour les individus témoins. Toutefois, le 
traitement des cellules au FTI et/ou l’irradiation ont perturbé leur prolifération entraînant une 
différence de confluence au moment de la récolte.  
Nous avons essayé de contourner ce problème en récoltant les individus témoins, U87-
FTI, U87-2Gy et U87-FTI/2Gy aux temps respectifs de J7, J8, J8 et J9. En quantité de protéines 
dosées dans chaque échantillon, cette différence n’a pas été visible. En effet, la moyenne des 
quantités mesurées pour chaque groupe était respectivement de : 1,23 ± 0,51, 1,21 ± 0,55, 
1,38 ± 0,40 et 1,39 ± 0,53 mg de protéines. 
En revanche, évaluée au microscope, la confluence des individus U87-FTI et U87-2Gy 
était autour de 50% et celle des U87-FTI/2Gy légèrement inférieure, ce qui s’est traduit par un 
nombre moyen de cellules récoltées de : 5,18 ± 1,19, 3,66 ± 1,39, 4,51 ± 0,96 et 
2,93 ± 1,16 M cellules, respectivement. 
 
Les valeurs de la Gln ont été observées comme étant croissante des groupes Témoins à 
U87-FTI/2Gy (Fig. 57) et sont donc anti-corrélées avec le nombre moyen de cellules 
récoltées. Le profil de la Gln conforte l’hypothèse selon laquelle les différences de confluence 
des différents groupes seraient responsables des variations métaboliques observées. En effet, 
plusieurs études présentent la Gln comme une source d’énergie pour les cellules tumorales 
(DeBerardinis et al., 2007; DeBerardinis et al., 2008; Szeliga & Obara-Michlewska, 2009). 
Son accumulation dans les cellules est corrélée à une activité du cycle de Krebs plus intense, 
donc à des cellules en prolifération. Cela se traduit par une production accrue de lipides, de 
protéines et de nucléotides, et une sécrétion d’Ala notamment.  
Cette hypothèse serait cohérente si on considère que moins les cellules sont 
confluentes, plus les cellules ont une activité proliférative accrue compte tenu de l’espace 
supplémentaire dont elles disposent pour se multiplier. Une étude de 2006 montre en effet que 
sur un modèle tumoral de foie (HepG2), le profil métabolique du milieu extracellulaire est 
différent suivant que les cellules sont subconfluentes ou confluentes (Miccheli et al., 2006). 
Ces variations métaboliques ont été corrélées à des états physiologiques cellulaires différents. 
En effet, lorsque les cellules sont à confluence, environ 70% se trouvent en phase G0/G1 alors 
que ce nombre tombe à 48% lorsque les cellules sont subconfluentes. 
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Il aurait donc été plus judicieux d’étudier ces perturbations quelques heures après le 
traitement au FTI et/ou l’irradiation. En effet, dans notre protocole, plusieurs cycles 
cellulaires se sont produits entre l’irradiation et la récolte des échantillons. Ainsi, nous 
observons les conséquences à long terme de stress occasionnés sur des cellules redevenues 
« stables » au moment de la récolte et non pas les conséquences immédiates de ces stress. Il 
est donc difficile de tirer une conclusion définitive de cette étude. 
Une analyse plus fine aurait néanmoins pu être envisagée sur le lien potentiel entre la 
radiosensibilisation de cellules radiorésistantes et leur composition en composés à choline. 
L’étude des flux métaboliques des composés à choline hydro- et liposolubles de cellules 
saines, traitées, et/ou irradiées par marquage à la d9-Cho aurait été intéressante. 
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II. Projet Y 
 
II.1. Présentation du projet 
 
Le projet a porté sur l’étude des perturbations métaboliques à long terme (quatre jours 
après irradiation) occasionnées par la présence d’un radiosensibilisateur potentiel, le 
composé Y, sur la lignée radiorésistante U87, avec et sans irradiation de 2 Gy. Pour cette 
étude, quatre conditions ont été considérées : U87 contrôles (témoins), U87 traitées (U87-Y), 
U87 irradiées (U87-2Gy) et U87 traitées et irradiées (U87-Y/2Gy).  
Comme pour le projet précédent, nous avons supposé que l’utilisation d’un agent 
radiosensibilisant sur des cellules radiorésistantes entraînerait une modification métabolique 
des cellules. Ces cellules radiosensibilisées possèderaient alors un profil métabolique de 
cellules radiosensibles, comme nous avons pu le constater dans le projet RR vs RS. Une 
attention particulière a ainsi été accordée aux composés à choline, PCho et GPCho. 
 
II.2. Etude métabolomique 
 
Pour cette étude, les quatre conditions considérées, témoins, U87-Y, U87-2Gy et U87-
Y/2Gy, ont été comparées deux à deux. Contrairement à l’étude FTI présentée précédemment, 
les différents individus ont tous été récoltés à J7. Pour les quatre conditions, le nombre 
d’individus est respectivement de : 8, 5, 5 et 4. Les comparaisons considérées sont les 
suivantes : 
• Comparaison 1 : témoins vs U87-Y ;  
• Comparaison 2 : témoins vs U87-2Gy ;   
• Comparaison 3 : U87-2Gy vs U87-Y/2Gy ;  
• Comparaison 4 : témoins vs U87-Y/2Gy. 
 
 
La normalisation des données a été effectuée en divisant la valeur des variables de 
chaque individu par la somme de ses variables (divided by). La même méthodologie que celle 
décrite pour la comparaison 1 de l’étude FTI-277 précédente a été adoptée pour chaque 
comparaison de cette étude.  
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II.2.1. Attribution spectrale et bucketing 
 
L’attribution spectrale a été effectuée au préalable à partir des bases de données 
métaboliques dont nous disposons pour chaque lignée cellulaire de GBM (voir partie Matériel 
et méthodes). La liste des buckets (ou variables, notées var.) considérés (numéros de 
variables, déplacements chimiques et attributions) est décrite dans le tableau 28. 
Tableau 28. Liste des buckets (numéros de variables, déplacements chimiques et 
attributions) pour l’étude métabolomique du projet Y. 
N° δ (ppm) attribution N° δ (ppm) attribution 
1 8.457980 8.444980 AXP 29 3.229492 3.215492 PCho 
2 8.379980 8.370480 ? 30 3.215492 3.199992 Cho 
3 8.283480 8.268980 AXP 31 3.086492 3.074492 Tau 
4 8.165481 8.158481 ? 32 3.048492 3.042992 PCr 
5 7.732982 7.701982 ? 33 3.042992 3.035992 Cr 
6 7.403482 7.285483 Phe 34 3.001992 2.952493 GSH_ox 
7 7.127983 7.094983 Tyr 35 2.952493 2.895993 GSH_red 
8 6.792484 6.759984 Tyr 36 2.895993 2.865993 GSH_red 
9 6.176485 6.150985 AXP 37 2.835493 2.775993 GSH_red 
10 5.994986 5.970986 ? 38 2.772493 2.754993 Asp 
11 5.902486 5.871486 UXP 39 2.731493 2.714493 Asp 
12 4.524989 4.454489 UXP 40 2.500494 2.410994 GSH_ox+red 
13 4.454489 4.369989 AXP 41 2.410994 2.398494 Succ+GSH_ox+red 
14 4.369989 4.295989 GPCho 42 2.372494 2.315994 Gln 
15 4.295989 4.250490 GSH_red 43 2.310494 2.245994 Glu 
16 4.250490 4.199490 AXP+UXP 44 2.131494 2.122994 Met 
17 4.199490 4.132490 PCho 45 2.046995 1.924995 GSH+Glu+Gln 
18 4.132490 4.096990 Lac 46 1.915995 1.855495 GSH+Glu+Gln 
19 3.954990 3.947490 PCr 47 1.397996 1.358496 Ala 
20 3.937490 3.924490 Cr 48 1.348496 1.313496 Lac 
21 3.793991 3.782491 GSH_ox 49 1.231496 1.212996 Thr 
22 3.782491 3.775491 GSH_red 50 1.002497 0.977997 Val 
23 3.775491 3.765491 GSH_ox+red 51 0.977997 0.956997 Ile 
24 3.733491 3.724491 Asp+GSH_ox+red 52 0.956997 0.937497 Leu 
25 3.704491 3.669491 GPCho 53 0.937497 0.929497 Val+Ile 
26 3.514991 3.462991 Glu 54 0.929497 0.921997 Leu 
27 3.381492 3.366992 Gly+Gln 55 0.921997 0.917497 Val 
28 3.246492 3.229492 GPCho 56 0.917497 0.892497 Ile 
« ? » signifie que la variable n’a pas été attribuée. 
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III.2.2. Comparaison 1 : témoins vs U87-Y 
 
 L’analyse univariée supervisée révèle seulement deux variables ayant une p-value 
significative : AXP (var. 3) et GSH+Glu+Gln (var. 46), avec des valeurs respectivement de 
4,3.10-2 et 4,2.10-2. L’allure de leurs box plots et violin plots n’est pas satisfaisante, dans le 
sens où il y a un net recouvrement dans la distribution des valeurs de ces variables dans les 
deux groupes. Ces variables ne seront donc pas considérées par la suite. 
 L’analyse multivariée non supervisée (ACP-X) n’a pas montré de séparation des deux 
groupes, ce qui a été confirmé par les résultats obtenus en PLS-DA avec et sans UV. En effet, 
en PLS-DA sans UV, le modèle n’est pas du tout prédictif : 2 axes, R2X = 0,749, 
R2Y = 0,386, Q2 = 0,087, CV-ANOVA = 1. 
Pour cette étude, il n’est donc pas possible de différencier les individus témoins des 
individus U87-Y. 
 
III.2.3. Comparaison 2 : témoins vs U87-2Gy 
 
 L’analyse univariée supervisée révèle six variables discriminantes ayant une p-value 
significative : UXP (var. 11) et GSH_ox+red (var. 23), GPCho (25), GSH_ox+red (var. 40), 
Ile (51) et Val (55). L’allure de leurs box plots et violin plots est correcte avec une 
relativement bonne séparation des distributions des valeurs de ces variables dans les deux 
groupes (Tab. 29).  
 
Le modèle obtenu en OPLS-DA avec UV est prédictif (Fig. 58) : 1 axe (+ 2 OSC), 
R2X = 0,570, R2Y = 0,986, Q2 = 0,896, CV-ANOVA = 2,5.10-3. Les variables UXP (11), 
GSH_ox+red (23 et 40), GPCho (25) et Ile (51) contribuent fortement à la construction du 
modèle. Le coefficient plot confirme que GPCho est plus important dans les individus U87-
2Gy ; à l’inverse, UXP, GSH, Ile et Val sont plus importants dans les individus témoins. Les 
variables PCho (29) et GPCho (28) participent dans une moindre mesure à la construction du 
modèle (Fig. 58D). 
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Figure 58. Résultats en analyse multivariée supervisée (OPLS-DA avec UV) de la comparaison 
« témoins vs U87-2Gy » : (A) Score plot, (B) Loading plot, (C) VIP et (D) Coefficient plots 
(Témoins – U87-2Gy). 
 
Tableau 29. Valeurs des p-values des métabolites discriminants dans la comparaison 
« témoins vs U87-2Gy » ainsi que leur pourcentage de variation (± SD). 
Métabolite 
discriminant 
p-value (test 
de Welch) 
Pourcentage de 
variation (± SD)* 
Confirmation par 
une autre variable 
Intervient dans la 
construction modèle 
UXP (var. 11) 7,07.10-3 -14 ± 6% - Oui 
GSH_ox+red (var. 23) 8,47.10-3 -12 ± 6% var. 40 Oui 
GPCho (var. 25) 9,60.10-3 +12 ± 6% - Oui 
Ile (var. 51) 2,24.10-2 -15 ± 10% - Oui 
Val (var. 55) 4,99.10-2 -21 ± 17% - Oui 
* Le pourcentage est calculé en comparant les valeurs moyennes des individus U87-2Gy par rapport à la moyenne des 
individus témoins. 
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III.2.4. Comparaison 3 : U87-2Gy vs U87-Y/2Gy 
 
Les analyses univariée et multivariée supervisées ne montren pas de variable 
discriminante. Le modèle généré en OPLS-DA n’est pas prédictif et ne permet pas de 
distinguer les individus U87-2Gy des individus U87-Y/2Gy : 1 axe (+ 1 OSC), R2X = 0,296, 
R2Y = 0,907, Q2 = -0,224, CV-ANOVA = 1. 
Pour cette étude, il n’est donc pas possible de différencier les individus U87-2Gy des 
individus U87-Y/2Gy. 
 
III.2.5. Comparaison 4 : témoins vs U87-Y/2Gy 
 
 L’analyse univariée supervisée révèle douze variables ayant une p-value 
significative (dans l’ordre décroissant) : 50 (Ile), 51 (Leu), 32 (PCr), 25 (GPCho), 29 (PCho), 
54 (Leu), 40 GSH_ox+red), 52 (Leu), 53 (Val+Ile), 56 (Ile), 23 (GSH_ox+red) et 26 (Glu). 
L’allure de leurs box plots et violin plots est correcte, avec une relativement bonne séparation 
des distributions des valeurs de ces variables dans les deux groupes, sauf pour la variable 26 
(Glu). Cette dernière n’a donc pas été retenue dans le tableau récapitulatif ; de même pour la 
variable 53 (Val+Ile) qui n’est pas spécifique d’un seul métabolite (Tab. 30).  
 
Le modèle obtenu en OPLS-DA avec UV est prédictif (Fig. 59) : 1 axe (+ 1 OSC), 
R2X = 0,485, R2Y = 0,951, Q2 = 0,718, CV-ANOVA = 4,2.10-2. Les variables 50 (Val), 51 
(Ile), 32 (PCr), 25 (GPCho), 29 (PCho), 54 (Leu), 40 (GSH_ox+red), 52 (Leu), 53 (Val+Ile), 
56 (Ile) contribuent fortement à la construction du modèle (Fig. 59C). Le coefficient plot 
confirme que les métabolites GPCho et PCr sont plus importants dans les individus U87-
Y/2Gy ; à l’inverse, les autres métabolites sont plus importants dans les individus témoins 
(Fig. 59D). 
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Figure 59. Résultats en analyse multivariée supervisée (OPLS-DA avec UV) de la comparaison 
« Témoins vs U87-Y/2Gy » : (A) Score plot, (B) Loading plot, (C) VIP plot et (D) Coefficient plots 
(Témoins – U87-FTI/2Gy). 
 
Tableau 30. Valeurs des p-values discriminant dans la comparaison « témoins vs U87-
Y/2Gy » ainsi que leur pourcentage de variation (± SD). 
Métabolite 
discriminant 
p-value (test 
de Welch) 
Pourcentage de 
variation (± SD)* 
Confirmation par 
une autre variable 
Intervient dans la 
construction du modèle 
Val (var. 50) 7,98.10-5 -17 ± 3% - Oui 
Ile (var. 51) 4,37.10-4 -20 ± 5% var. 56 Oui 
PCr (var. 32) 8,83.10-4 +13 ± 4% - Oui 
GPCho (var. 25) 1,86.10-3 +9 ± 3% - Oui 
PCho (var. 29) 2,39.10-3 -11 ± 4% - Oui 
Leu (var. 54) 2,72.10-3 -18 ± 6% var. 52 Oui 
GSH_ox+red (var. 40) 7,32.10-3 - 8 ± 3% var. 23 Oui 
* Le pourcentage est calculé en comparant les valeurs moyennes des individus U87-Y/2Gy par rapport à celles des 
individus témoins. 
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II.2.6. Interprétation 
 
Afin de pouvoir mesurer l’effet de l’association irradiation plus traitement avec le 
composé Y sur le profil métabolique des cellules U87, nous avons comparé deux à deux les 
variations métaboliques entre les individus témoins et les trois autres conditions 
(comparaisons 1, 2 et 4) et entre les individus U87-2Gy et U87-Y/2Gy (comparaison 3).  
Nous avons ainsi pu mettre en évidence un certain nombre de variables discriminantes 
(Tabs. 29 et 30). Le tableau 31 illustre les différences de moyennes des valeurs de ces 
variables sélectionnées pour les quatre conditions témoins, U87-Y, U87-2Gy et U87-Y/2Gy. 
Ainsi, il est possible de metttre en évidence les variations métaboliques entre les individus 
témoins et U87-FTI/2Gy imputables aux RI, au composé Y ou à l’association des deux. Afin 
de vérifier la pertinence de certaines variables, les variables 12 (UXP), 19 (PCr) et 28 
(GPCho) ont été ajoutées dans le tableau 31. Nous avons par ailleurs regroupé les variables 32 
et 33 : PCr+Cr. 
Afin de faciliter la lecture du tableau, les histogrammes des valeurs sont représentés 
sur la figure 60. Pour plus de clarté, les variables redondantes telles que les variables 12, 19, 
23, 28, 52, 55 et 56 ne sont pas présentées. 
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Tableau 31. Valeurs des variables discriminantes (en rouge) ou complémentaires (en 
noir) des comparaisons 2 et 4 dans les quatre conditions et p-values de ces variables 
entre les groupes témoins et U87-Y/2Gy. 
Variable 
Moyenne (± SD) des variables dans les quatre 
conditions (sans unité) 
Comparaison entre les conditions 
U87-Y /2Gy et témoins 
N° Métabolite Témoins U87-Y U87-2Gy U87-Y/2Gy p-value (test de 
Welch) 
Pourcentage de 
variation (± SD)
11 UXP (x10-3) 8,74 ± 0,89 8,85 ± 1,20 7,48 ± 0,49 8,15 ± 0,81 2,88.10-1 -7 ± 9% 
12 UXP (x10-2) 1,85 ± 0,24 1,92 ± 0,20 1,71 ± 0,17 1,71 ± 0,15 2,49.10-1 -8 ± 8% 
19 PCr (x10-3) 5,51 ± 0,31 5,52 ± 0,17 5,84 ± 0,26 5,84 ± 0,26 8,90.10-2 +6 ± 5% 
32 PCr (x10-3) 3,71 ± 0,15 3,84 ± 0,24 3,88 ± 0,28 4,19 ± 0,13 8,83.10-4 +13 ± 4% 
32+33 PCr+Cr (x10-3) 7,97 ± 0,56 7,99 ± 0,65 8,26 ± 0,73 8,67 ± 0,37 5,03.10-2 +9 ± 5% 
23 GSH (x10-2) 1,52 ± 0,61 1,51 ± 0,93 1,34 ± 0,96 1,38 ± 0,73 2,04.10-2 -9 ± 5% 
40 GSH (x10-2) 3,90 ± 0,10 3,95 ± 0,16 3,62 ± 0,20 3,58 ± 0,13 7,32.10-3 -8 ± 3% 
25 GPCho (x10-2) 4,74 ± 0,22 4,43 ± 0,28 5,29 ± 0,30 5,15 ± 0,12 1,86.10-3 +9 ± 3% 
28 GPCho (x10-1) 1,54 ± 0,12 1,41 ± 0,17 1,70 ± 0,14 1,67 ± 0,96 6,60.10-2 +9 ± 6% 
29 PCho (x10-2) 6,50 ± 0,34 6,23 ± 0,26 5,94 ± 0,47 5,81 ± 0,22 2,39.10-3 -11 ± 3% 
50 Val (x10-3) 6,77 ± 0,41 7,00 ± 0,38 6,17 ± 0,83 5,64 ± 0,20 7,98.10-5 -17 ± 3% 
55 Val (x10-3) 2,54 ± 0,32 2,57 ± 0,24 2,01 ± 0,43 2,14 ± 0,30 7,20.10-2 -16 ± 12% 
51 Ile (x10-3) 6,95 ± 0,53 7,15 ± 0,70 5,91 ± 0,68 5,58 ± 0,34 4,37.10-4 -20 ± 5% 
56 Ile (x10-3) 8,09 ± 1,01 8,62 ± 1,35 7,00 ± 0,83 6,95 ± 0,35 1,84.10-2 -14 ± 4% 
52 Leu (x10-3) 1,00 ± 0,11 1,06 ± 0,81 1,03 ± 0,83 8,52 ± 0,45 9,40.10-3 -15 ± 4% 
54 Leu (x10-3) 3,66 ± 0,35 3,62 ± 0,45 3,36 ± 0,28 2,98 ± 0,22 2,72.10-3 -18 ± 6% 
Les variables en rouge correspondent aux variables discriminantes présentées dans les tableaux 29 et 30. 
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Figure 60. Valeurs des variables sélectionnées dans les quatre groupes. 
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Les différentes variations métaboliques observées sont globalement imputables à 
l’irradiation. En effet, on observe une diminution des valeurs des variables 11 et 12 (UXP), 23 
et 40 (GSH_ox+red), 29 (PCho), 50 et 55 (Val), 51 et 56 (Ile) et 52 et 54 (Leu) lorsque les 
cellules sont irradiées (U87-2Gy et U87-Y/2Gy). Néanmoins, lorsque l’on compare les 
valeurs de ces variables entre les individus U87-2Gy et U87-Y/2Gy, il semblerait que la 
baisse soit plus prononcée dans les U87-Y/2Gy, mais cela reste non significatif. En revanche, 
il est possible d’observer une augmentation des variables 19 et 32 (PCr), 25 et 28 (GPCho) 
sous l’effet de l’irradiation. En ce qui concerne la variable 32 (PCr), il semblerait qu’il y ait 
une potentialisation de l’association composé Y + irradiation. Cette potentialisation n’est 
malheureusement pas vérifiée sur l’autre signal de la PCr (var. 19). Néanmoins, lorsque l’on 
considère la variable PCr+Cr (var. 32+33), cette synergie semble confirmée (bien qu’à la 
limite de la significativité : p = 5,03.10-2) si l’on compare les individus témoins et U87-
Y/2Gy.  
 
II.2.7. Discussion et conclusion 
 
Cette étude fait apparaître les tendances suivantes : augmentation du couple PCr+Cr et 
diminution de PCho et des acides aminés (Val, Ile et Leu) dans les cellules U87 traitées avec 
le composé Y et irradiées. Malheureusement, elle souffre d’un manque d’individus pour être 
statistiquement fiable. L’hypothèse selon laquelle les cellules U87 radiosensibilisées (U87-
Y/2Gy) auraient un profil de leurs composés à choline (PCho et GPCho) semblable à celui 
des cellules radiosensibles est difficilement vérifiable. Bien que PCho et GPCho varient dans 
les différents groupes, le constat semble le même que pour l’étude précédente : les variations 
de ces deux métabolites sont davantage dues à l’état cellulaire qu’à l’agent radiosensibilisant.  
En effet, des variations de confluence encore plus marquées ont été observées pour 
cette étude. Les différents échantillons des quatre conditions ont été récoltés en même temps 
(J7), ce qui se traduit par une variation importante du nombre de cellules et donc de l’état de 
confluence des échantillons. La moyenne du nombre de cellules récoltées par échantillon pour 
les groupes témoins, U87-Y, U87-2Gy et U87-Y/2Gy est respectivement : 12,0 ± 4,5 ; 
10,1 ± 2,2 ; 6,4 ± 2,8 et 6,3 ± 3,5 106 cellules. 
Il semble donc très délicat de tirer une conclusion de cette étude, si ce n’est de 
souligner les difficultés de réaliser des études métabolomiques sur des cellules en culture. 
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III. Projet URB14 
 
III.1. Présentation du projet 
 
Le projet porte sur l’étude des perturbations métaboliques et lipidomiques 
occasionnées par l’induction par la dexaméthasone (Dex) de l’expression d’une forme 
dominante négative de RhoB (RhoBN19), sur la lignée URB14, avant et après irradiation de 
2 Gy. Cette lignée est dérivée de la lignée radiorésistante U87. Les études lipidomiques et 
métabolomiques ont été complétées d’une étude par cytométrie en flux, afin de vérifier si 
l’inhibition de RhoB par sa forme dominante négative RhoBN19 était susceptible d’induire 
une mort apoptotique et/ou nécrotique des cellules avec ou sans irradiation.  
Il nous a semblé intéressant de réaliser ces études sur une lignée radiorésistante 
radiosensibilisée après l’inhibition d’une protéine clé dans le contrôle de la radiorésistance 
des cellules de GBM : RhoB (Delmas et al., 2002). En effet, aucun travail ne présente les 
perturbations métaboliques et lipidiques occasionnées sur des cellules de GBM 
radiosensibilisées.  
Pour ce projet, six conditions ont été considérées : URB14 contrôles (14-), URB14 en 
présence de Dex (14+), URB14 irradiées selon les protocoles A (14-/2) et B (14-/2bis) et 
URB14 en présence de Dex et irradiées selon les protocoles A (14+/2) et B (14+/2bis). Les 
individus obtenus selon le protocole A ont été mis en présence de Dex (ou non) pendant 24 h 
avant l’irradiation (ou non), puis récoltés 24 h après l’irradiation. Les individus obtenus selon 
le protocole B ont été mis en présence de Dex (ou non) pendant 48 h avant l’irradiation, puis 
récoltés 24 h après l’irradiation. Pour plus de détails, voir le paragraphe III.4. de la partie 
Matériel et Méthodes.  
 
III.2. Etude métabolomique 
 
Pour cette étude, les six conditions considérées 14-, 14+, 14-/2, 14-/2bis, 14+/2 et 
14+/2bis ont été comparées deux à deux. Le nombre d’individus est respectivement de : 13, 
13, 12, 13, 6 et 6. Les comparaisons considérées sont les suivantes : 
• Comparaison 1 : 14- vs 14+ ;  
• Comparaison 2 : 14-/2 vs 14+/2 ;   
• Comparaison 3 : 14-/2bis vs 14+/2bis. 
Chapitre III - Partie II : Projet URB14
 
 223
La première comparaison permet de mettre en évidence les métabolites qui varient de 
manière significative après que les cellules aient été induites par la Dex. L’innocuité de la 
Dex (concentration finale de 25 nM) sur les cellules a par ailleurs été vérifiée sur quelques 
échantillons de la lignée U87. Nous ne présenterons pas la comparaison 14- vs 14-/2 qui 
renseigne sur l’effet de l’irradiation sur les cellules URB14, sans Dex. En effet, le constat est 
sensiblement le même que celui dressé lors de l’étude FTI-277 : cinquante-sept variables sur 
cinquante-huit ont une p-value inférieure à 0,05. Il en est de même pour la comparaison 14- 
vs 14+/2 (cinquante-deux variables significatives).  
 
Il n’a donc pas été possible d’étudier directement l’association Dex + irradiation sur 
les cellules URB14 (comparaison 14- vs 14+/2). Pour palier ce problème, nous avons comparé 
les individus 14-/2 vs 14+/2 (comparaison 2) obtenus selon le protocole A (début du 
traitement à la Dex 24 h avant l’irradiation). Une troisième comparaison a consisté à comparer 
les individus 14-/2bis vs 14+/2bis, obtenus selon le protocole B (début du traitement à la Dex 
48 h avant l’irradiation). Les résultats de cette comparaison ont été corrélés à ceux de la 
comparaison 2. 
 
 
III.2.1. Attribution spectrale et bucketing 
 
L’attribution spectrale a été effectuée au préalable en fonction des bases de données 
métaboliques dont nous disposons pour chaque lignée cellulaire de GBM (voir partie Matériel 
et Méthodes). La liste des buckets (ou variables, notées var.) considérés (numéros de 
variables, déplacements chimiques et attributions) dans cette étude est décrite dans le 
tableau 32. 
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Tableau 32. Liste des buckets (numéros de variables, déplacements chimiques et 
attributions) pour l’étude métabolomique du projet URB14. 
N° δ (ppm) attribution N° δ (ppm) attribution 
1 8.457765 8.448765 AXP 30 3.230614 3.215613 PCho 
2 8.380763 8.370763 ? 31 3.215613 3.201613 Cho 
3 8.284760 8.267760 ? 32 3.088610 3.072609 Tau 
4 8.166757 8.158756 ? 33 3.048608 3.036608 Cr+PCr 
5 7.689743 7.679743 ? 34 3.004607 2.922605 GSH_ox 
6 7.406735 7.281731 Phe 35 2.919605 2.890604 GSH_red 
7 7.129727 7.095726 Tyr 36 2.843603 2.774601 GSH_red 
8 6.794717 6.758716 Tyr 37 2.774601 2.754600 Asp 
9 6.526709 6.515709 Fum 38 2.734599 2.713599 Asp 
10 6.181699 6.151698 AXP 39 2.500593 2.410590 GSH_ox+red 
11 5.997694 5.968693 ? 40 2.410590 2.399590 Succ+GSH_ox+red 
12 5.914691 5.868690 UXP 41 2.399590 2.385589 ? 
13 4.519651 4.471650 UXP 42 2.369589 2.359589 Gln 
14 4.446649 4.393647 AXP 43 2.349588 2.336588 Gln 
15 4.365647 4.303645 GPCho 44 2.327588 2.319587 Gln 
16 4.303645 4.252643 GSH_red 45 2.310587 2.250585 Glu 
17 4.252643 4.208642 AXP+UXP 46 2.131582 2.122582 Met 
18 4.194642 4.141640 PCho 47 2.058580 1.923576 GSH+Glu+Gln 
19 4.128640 4.097639 Lac 48 1.915576 1.855574 GSH+Glu+Gln 
20 3.957635 3.947634 PCr 49 1.396561 1.360560 Ala 
21 3.947634 3.925634 Cr 50 1.346559 1.316558 Lac 
22 3.794630 3.783630 GSH_ox 51 1.231556 1.211555 Thr 
23 3.783630 3.776630 GSH_red 52 1.006549 0.978549 Val 
24 3.776630 3.766629 GSH_ox+red 53 0.978549 0.957548 Ile 
25 3.733628 3.724628 Asp+GSH_ox+red 54 0.957548 0.937547 Leu 
26 3.705627 3.669626 GPCho 55 0.937547 0.930547 Val+Ile 
27 3.524622 3.459620 Glu 56 0.930547 0.922547 Leu 
28 3.381618 3.367618 Gly+Gln 57 0.922547 0.916547 Val 
29 3.248614 3.230614 GPCho 58 0.916547 0.888546 Ile 
« ? » signifie que la variable n’a pas été attribuée. 
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III.2.2. Comparaison 1 : 14- vs 14+ 
 
 L’analyse univariée supervisée a révélé quinze variables ayant une p-value 
significative (par ordre décroissant) : 32 (Tau), 53 (Ile), 54 (Leu), 55 (Val+Ile), 58 (Ile), 56 
(Leu), 7 (Tyr), 57 (Val), 51 (Thr), 8 (Tyr), 52 (Val), 6 (Phe), 33 (Cr+PCr), 46 (Met) et 30 
(PCho). L’allure de leurs box plots et violin plots est correcte avec une relativement bonne 
séparation des distributions des valeurs de ces variables dans les deux groupes, sauf pour les 
variables 52 (Val), 6 (Phe), 33 (Cr+PCr), 46 (Met) et 30 (PCho). Ces dernières n’ont donc pas 
été retenues dans le tableau récapitulatif, ni d’ailleurs la variable 55 (Val+Ile) qui n’est pas 
spécifique d’un seul métabolite (Tab. 33). Le modèle obtenu en PLS-DA avec UV est 
prédictif (Fig. 61) : 3 axes, R2X = 0,532, R2Y = 0,968, Q2 = 0,772, CV-ANOVA = 7,4.10-5. 
Toutes les variables retenues en analyse univariée supervisée contribuent fortement à la 
construction du modèle (Fig. 61C). Le coefficient plot confirme que le métabolite Tau est plus 
important dans les individus 14+ ; à l’inverse, les autres métabolites sont plus importants dans 
les individus 14- (Fig. 61D). 
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Figure 61. Résultats en analyse multivariée supervisée (PLS-DA avec UV) de la comparaison 
« 14- vs 14+ » : (A) Score plot, (B) Loading plot, (C) VIP plot et (D) Coefficient plot [(14-) - (14+)]. 
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Tableau 33. Valeurs des p-values des métabolites discriminants de la comparaison « 14- 
vs 14+ » ainsi que leur pourcentage de variation (± SD). 
Métabolite 
discriminant 
p-value (test 
de Welch) 
Pourcentage de 
variation (± SD)* 
Confirmation par 
une autre variable 
Intervenant dans la 
construction du modèle 
Tau (var. 32) 5,98.10-6 +101 ± 48% - Oui 
Ile (var. 53) 7,29.10-6 -27 ± 10% var. 58 Oui 
Leu (var. 54) 5,42.10-5 -25 ± 9% var. 56 Oui 
Tyr (var. 7) 3,17.10-4 -83 ± 17% var. 8 Oui 
Val (var. 57) 4,62.10-4 -24 ± 12% var. 52 Oui 
Thr (var. 51) 8,86.10-4 -17 ± 5% - Oui 
* Le pourcentage est calculé en comparant les moyennes des valeurs des individus 14+ par rapport à celle des individus 14-. 
 
III.2.3. Vérification de la Dex sur les cellules U87 
 
Afin de vérifier si les variations métaboliques présentées précédemment pouvaient être 
imputables à la Dex elle-même (concentration finale de 25 nM), nous avons testé l’effet de la 
Dex sur des cellules U87, dans les mêmes conditions que pour les individus 14- et 14+. Nous 
avons analysé quatre individus pour la condition U87 sans Dex (U87-) et trois individus pour 
la condition U87 avec Dex (U87+). Le faible nombre d’échantillons obtenus n’a pas permis 
de réaliser l’analyse standard (univariée et multivariée). Néanmoins, nous avons été en 
mesure de comparer les moyennes des variables des deux groupes par un test de Welch. Les 
variables ont été normalisées suivant le même protocole que celui utilisé pour les cellules 
URB14. La comparaison des moyennes des variables des groupes 87- et 87+ a révélé quatre 
variables possédant une valeur de leur p-value significative (dans l’ordre décroissant) : var. 34 
(GSH_ox), 51 (Thr), 7 (Tyr) et 24 (GSH_ox+red) (Tab. 34).   
Tableau 34. Valeurs des p-values des métabolites discriminants entre les groupes 87- et 
87+, ainsi que leur pourcentage de variation (± SD). 
Métabolite discriminant p-value (test 
de Welch) 
Pourcentage de 
variation (± SD)* 
Confirmation par 
une autre variable 
GSH_ox (var. 34) 4,48.10-3 +16 ± 1% - 
Thr (var. 51) 1,38.10-2 -22 ± 7% - 
Tyr (var. 7) 2,68.10-2 -50 ± 5% - 
GSH_ox+red (var. 24) 3,65.10-2 +10 ± 3% - 
* Le pourcentage est calculé en comparant les valeurs des moyennes des individus 87+ par rapport à celles des individus 87-. 
Il semblerait que la Dex ait une influence sur le profil métabolique des cellules U87. 
Une diminution significative des acides aminés Thr et Tyr est observée ainsi que de Val, Ile et 
Leu (non significatifs) dans les individus 87+. A contrario, une légère augmentation du GSH 
semble avoir lieu dans les individus U87+. En revanche, nous n’avons pas noté de variation 
du métabolite Tau entre les deux groupes (% variation : -5 ± 32%, p-value = 0,86).   
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III.2.4. Comparaison 2 : 14-/2 vs 14+/2 
 
L’analyse univariée supervisée a révélé dix-sept variables ayant une p-value 
significative (par ordre décroissant) : 58 (Ile), 30 (PCho), 7 (Tyr), 56 (Leu), 8 (Tyr), 53 (Ile), 
57 (Val), 55 (Val+Ile), 32 (Tau), 6 (Phe), 54 (Leu), 52 (Val), 16 (GSH_red), 18 (PCho), 3 (?), 
51 (Thr) et 17 (AXP+UXP). L’allure de leurs box plots et violin plots est correcte avec une 
relativement bonne séparation des distributions des valeurs de ces variables dans les deux 
groupes, sauf pour les variables 32 (Tau), 6 (Phe), 54 (Leu), 52 (Val), 16 (GSH_red), 18 
(PCho), 3 (?), 51 (Thr) et 17 (AXP+UXP). Ces dernières n’ont donc pas été retenues dans le 
tableau récapitulatif, ni d’ailleurs la variable 55 (Val+Ile) qui n’est pas spécifique d’un seul 
métabolite (Tab. 35). La variable 32 (Tau) a quand même été considérée pour la suite des 
analyses du fait de la tendance observée dans la distribution de ses valeurs (Fig. 62). 
 
Tau (var. 32)
14-/2 14+/2 14-/2 14+/2  
Figure 62. Box plots et violin plots de la variable Tau (var. 32) dans les groupes 14-/2 et 
14+/2. 
 
Le modèle obtenu en PLS-DA avec UV est prédictif (Fig. 63) : 2 axes, R2X = 0,532, 
R2Y = 0,959, Q2 = 0,878, CV-ANOVA = 1,0.10-7. Toutes les variables retenues en analyse 
univariée supervisée contribuent fortement à la construction du modèle (Fig. 63C). Le 
coefficient plot confirme que les métabolites Tau et PCho sont plus importants dans les 
individus 14+/2 ; à l’inverse, les autres métabolites sont plus importants dans les individus 14-
/2 (Fig. 63D). 
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Figure 63. Résultats en analyse multivariée supervisée (PLS-DA avec UV) du modèle 
« 14-/2 vs 14+/2 » : (A) Score plot, (B) Loading plot, (C) VIP plot et (D) Coefficient plot 
(14-/2 – 14+/2). 
Tableau 35. Valeurs des p-values des métabolites discriminants dans la comparaison 
« 14-/2 vs 14+/2 » ainsi que leur pourcentage de variation (± SD). 
Métabolite 
discriminant 
p-value (test de 
Welch) 
Pourcentage de 
variation (± SD)* 
Confirmation par 
une autre variable 
Intervient dans la 
construction du 
Ile (var. 58) 7,83.10-7 -17 ± 6% var. 53 Oui 
PCho (var. 30) 7,41.10-6 +10 ± 4% var. 18 Oui 
Tyr (var. 7) 1,72.10-5 -34 ± 11% var. 8 Oui 
Leu (var. 56) 3,59.10-5 -24 ± 9% var. 54 Oui 
Val (var. 57) 3,33.10-4 -26 ± 11% var. 52 Oui 
Tau (var. 32) 4,51.10-4 +74 ± 42% - Oui 
*Le pourcentage est calculé en comparant les valeurs des moyennes des individus 14+/2 par rapport à celles des individus 14-/2. 
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III.2.5. Comparaison 3 : 14-/2bis vs 14+/2bis 
 
L’analyse univariée supervisée a révélé vingt-neuf variables ayant une p-value 
significative (dans l’ordre décroissant) : 32, 16, 27, 47, 45, 17, 3, 1, 10, 38, 8, 6, 52, 57, 55, 
20, 58, 35, 14, 25, 39, 53, 7, 12, 4, 56, 37, 11 et 54. L’allure de leurs box plots et violin plots 
est correcte, sauf pour les variables 20, 35, 14, 25, 39, 7, 12, 4, 37, et 11. Ces dernières n’ont 
donc pas été retenues dans le tableau récapitulatif (Tab. 36), ni d’ailleurs les variables 17 
(AXP+UXP), 47 (GSH+Glu+Gln) et 55 (Val+Ile) qui ne sont pas spécifiques d’un seul 
métabolite. Les variables inconnues (var. 3) ou non confirmées par d’autres variables 
correspondant à d’autres signaux du même métabolite (var. 16 et 38) n’ont pas non plus été 
conservées. 
Le modèle obtenu en PLS-DA avec UV est prédictif (Fig. 64) : 2 axes, R2X = 0,721, 
R2Y = 0,996, Q2 = 0,933, CV-ANOVA = 3,3.10-4. Les var. 32 (Tau), 27 (Glu) et 16 
(GSH_red) contribuent fortement à la construction du modèle (Fig. 64C). Le coefficient plot 
confirme que le métabolite Tau est plus important dans les individus 14+/2bis ; à l’inverse, les 
autres métabolites sont plus importants dans les individus 14-/2bis (Fig. 64D). 
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 Figure 64. Résultats en analyse multivariée supervisée (PLS-DA avec UV) de la comparaison 
« 14-/2bis vs 14+/2bis » : (A) Score plot, (B) Loading plot, (C) VIP plot et (D) Coefficient plot (14-
/2bis – 14+/2bis). 
Tableau 36. Valeurs des p-values des métabolites discriminants de la comparaison « 14-/2bis vs 
14+/2bis » ainsi que leur pourcentage de variation (± SD). 
Métabolite 
discriminant 
p-value (test 
de Welch) 
Pourcentage de 
variation (± SD)* 
Confirmation par 
une autre variable 
Intervenant dans la 
construction du modèle 
Tau (var. 32) 2,04.10-7 +60 ± 9% - Oui 
Glu (var. 27) 2,04.10-5 -18 ± 2% var. 45 Oui 
AXP (var. 10) 2,32.10-3 -18 ± 8% var. 1 - 
Tyr (var. 8) 5,90.10-3 -37 ± 9% var. 7 - 
Phe (var. 6) 5,97.10-3 -30 ± 4% - - 
Val (var. 52) 9,63.10-3 -37 ± 15% var. 57 - 
Ile (var. 53) 2,08.10-2 -33 ± 13% var. 58 - 
Leu (var. 56) 3,12.10-2 -34 ± 15% var. 54 - 
* Le pourcentage est calculé en comparant les valeurs des moyennes des individus 14+/2bis par rapport à 
celles des individus 14-/2bis. 
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III.2.6. Interprétation et discussion 
 
III.2.6.1. Effet de l’association irradiation + induction de RhoBN19 
 
Afin de montrer l’effet de l’association irradiation + inhibition de la protéine RhoB par 
induction à la Dex sur le profil métabolique des cellules URB14, nous avons comparé les 
variations métaboliques entre les individus 14- et 14+ dans un premier temps 
(comparaison 1).  Puis nous avons regardé les variations métaboliques entre les individus 14-
/2 et 14+/2 dans un deuxième temps (comparaison 2) et enfin les variations métaboliques 
entre les individus 14-/2bis et 14+/2bis (comparaison 3) (Tabs. 33, 34 et 35). Ceci nous a 
permis d’identifier quelques variables discriminantes. 
 
En comparant les différences de moyennes des valeurs de ces variables pour les quatre 
conditions 14-, 14+, 14-/2 et 14+/2, il est possible de déterminer les variations métaboliques 
entre les individus 14- et 14+/2 imputables aux RI, à l’inhibition de RhoB ou à l’association 
des deux (Tab. 37). Comme pour les études précédentes, le tableau sera complété par les 
histogrammes des valeurs des variables les plus marquantes, auxquelles nous avons ajouté la 
variable GPCho (var. 29) (Fig. 65). 
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Tableau 37. Valeurs des variables discriminantes entre les individus 14-, 14+, 14-/2 et 
14+/2 (protocole A), ainsi que la valeur des p-values des variables entre les groupes 14- et 
14+/2. 
Variable 
Moyenne (± SD) des variables dans les quatre 
groupes obtenues selon le protocole A (en 
Anormalisée/mg de protéines) 
Comparaison entre les conditions 
14+/2 et 14- 
N° Métabolite 14- 14+ 14-/2 14+/2 p-value (test de 
Welch) 
Pourcentage de 
variation (± SD)* 
6 Phe (x10-1) 4,68 ± 0,77 3,68 ± 1,01 7,52 ± 0,74 6,27 ± 0,90 6,39.10-5 +34 ± 19% 
7 Tyr (x10-1) 1,70 ± 0,45 1,06 ± 0,30 2,66 ± 0,46 1,76 ± 0,30 7,00.10-1 +3 ± 17% 
10 AXP (x10-1) 2,52 ± 0,31 2,41 ± 0,36 4,28 ± 0,60 3,92 ± 0,51 5,19.10-8 +56 ± 20% 
27 Glu 0,92 ± 0,09 0,91 ± 0,07 1,55 ± 0,26 1,44 ± 0,11 6,44.10-12 +56 ± 12% 
29 GPCho 4,44 ± 0,54 4,39 ± 0,31 7,42 ± 1,59 6,90 ± 0,90 4,94.10-8 +56 ± 20% 
30 PCho 3,17 ± 0,40 3,46 ± 0,31 4,70 ± 0,21 5,18 ± 0,20 5,56.10-12 +63 ± 6% 
32 Tau (x10-1) 1,02 ± 0,40 2,04 ± 0,49 2,43 ± 1,15 4,22 ± 1,01 1,36.10-8 +315 ± 99% 
51 Thr (x10-1) 4,00 ± 0,57 3,31 ± 0,21 6,34 ± 0,89 5,56 ± 0,46 8,99.10-8 +39 ± 12% 
53 Ile (x10-1) 3,68 ± 0,50 2,63 ± 0,35 6,01 ± 0,91 4,65 ± 0,55 5,10.10-5 +28 ± 15% 
54 Leu (x10-1) 5,52 ± 0,82 4,16 ± 0,50 8,95 ± 1,50 6,98 ± 0,86 1,74.10-4 +26 ± 16% 
57 Val (x10-1) 1,76 ± 0,29 1,35 ± 0,21 3,06 ± 0,54 2,25 ± 0,34 6,19.10-4 +28 ± 19% 
* Le pourcentage est calculé en comparant les valeurs des moyennes des individus 14+/2 par rapport à celles des 
individus 14-. 
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Figure 65. Valeurs (en Anormalisée/mg de protéines) des variables sélectionnées dans les 
quatre groupes obtenues selon le protocole A : 14-, 14+, 14-/2 et 14+/2. 
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L’irradiation augmente de manière significative la valeur des variables acides 
aminés (Phe, Tyr, Glu, Thr, Ile, Leu et Val), ainsi que celle des métabolites tels que l’AXP 
(AMP, ADP et/ou ATP), le Glu, la GPCho et la PCho, par rapport aux cellules non irradiées 
(Tab. 37 et Fig. 65). 
 
La première explication concernant l’augmentation totale du pool de métabolites dans 
les cellules irradiées pourrait être attribuée à la méthodologie de normalisation des variables 
(voir paragraphe II.3.7. de la partie Matériel et Méthodes). En effet, les variables brutes (aire 
des buckets des spectres RMN) sont divisées par la quantité de protéines mesurée pour chaque 
individu. Or, cette quantité varie pour les quatre conditions 14-, 14+, 14-/2 et 14+/2. La 
moyenne des quantités de protéines mesurée dans chaque groupe est respectivement de 1,46 ± 
0,50, 1,31 ± 0,42, 1,20 ± 0,64 et 1,07 ± 0,44 mg de protéines. Les quantités moyennes 
déterminées dans les individus non irradiés (14- et 14+) sont sensiblement les mêmes, alors 
qu’une diminution est observée pour les individus irradiés (14-/2 et 14+/2). En effet, en 
prenant l’exemple caractéristique de la variable 54 (Leu), sa valeur augmente d’un facteur 
~ 1,6 entre les individus 14- et 14-/2 (Tab. 37). Or, la quantité moyenne de protéines mesurée 
dans les individus 14-/2 diminue d’un facteur 1,2 dans les individus 14-/2, comparés aux 
témoins (14-). Cela peut nous laisser douter de la pertinence de comparer des cellules 
irradiées par rapport à des cellules non irradiées. Il reste néanmoins un différentiel de 0,4, qui 
n’est pas imputable à la méthodologie de normalisation. 
 
Cette première explication n’est donc pas suffisante. Une autre explication pourrait 
consister à supposer un grossissement des cellules irradiées rentrant en sénescence et/ou en 
mort radio-induite. En effet, l’irradiation des cellules conduit principalement à un arrêt des 
cellules en phase G1 ou G2, ainsi qu’à des morts radio-induites telles que : l’apoptose, 
l’autophagie, la mort mitotique, la mort mitotique différée ou l’oncose (Favaudon, 2000). Par 
ailleurs, il a été récemment montré, sur des cellules humaines de GBM (CGNH-89) irradiées, 
que le taux de cellules « larges » est à son maximum 48 h après l’irradiation (Oishi et al., 
2008). Ce changement dans la morphologie cellulaire s’accompagne d’une transformation ou 
d’un grossissement de la mitochondrie, organite où a lieu un grand nombre de synthèses de 
protéines. Les acides aminés joueraient alors le rôle d’osmolytes organiques qui contrôleraient 
l’homéostasie des cellules lors de leur gonflement (Shennan, 2008).  
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Le traitement des cellules URB14 à la Dex a pour but d’induire l’expression d’une 
forme dominante négative de la protéine RhoB (RhoBN19). RhoB est impliquée dans le 
processus de radiorésistance des GBM (Milia et al., 2005). Le traitement des cellules à la Dex 
(individus 14+ et 14+/2) a tendance à globalement diminuer les concentrations des acides 
aminés (Tab. 33). Néanmoins, cette diminution a été observée de manière significative pour 
quelques acides aminés (Tyr et Thr, Tab. 34) dans les individus U87 traités à la Dex (U87+, 
n = 3), par rapport aux individus U87 non traités (U87-, n = 4). Nous pouvons donc supposer 
que cette diminution du pool d’acides aminés dans les cellules est imputable à la Dex, un 
glucocorticoïde de synthèse décrit comme réducteur de l’invasion tumorale des cellules U87 
(Lin et al., 2008). Par ailleurs, à une dose supérieure à la nôtre (10 µM), la Dex induit 
l’apoptose de cellules humaines de GBM (1242-MG) en augmentant l’activité de la 
monoamine oxidase (MAO) (Tazik et al., 2009) dont l’isoforme MAO-B est décrite comme 
étant suractivée dans les tumeurs gliales comparées aux cellules saines (Gabilondo et al., 
2008). Cette enzyme est responsable de la dégradation de monoamines neurotransmetteurs 
telles que la sérotonine, la norépinéphrine, la dopamine ou la phényléthylamine (Ou et al., 
2006). Bien qu’elle n’ait jamais été décrite comme étant responsable de la désamination 
oxydative des acides aminés, son activité sur les monoamines pourrait avoir une répercussion 
sur le pool total des acides aminés présents dans les cellules. En effet, certains d’entre eux 
(Tyr et Phe notamment) sont des précurseurs de la biosynthèse des monoamines. 
 
En revanche, nous pouvons observer un léger effet additif de l’irradiation et du 
traitement à la Dex sur le métabolite PCho. En effet, sa concentration augmente 
significativement sous l’effet de l’irradiation (individus 14-/2) (ainsi que celle de la GPCho) 
et également, mais de façon moindre, dans les individus traités à la Dex (14+) (Tab. 37). Cela 
entraîne donc une augmentation significative de ce métabolite dans les individus 14+/2, 
comparés aux individus 14-. Comme nous l’avons observé pour les études métabolomiques 
précédentes, les composés à choline (PCho et GPCho) sont très affectés par l’état de 
confluence des cellules. Néanmoins, pour cette étude, la variation de ces métabolites est anti-
corrélée avec l’état de confluence des différents groupes d’individus : 14-, 14+, 14-/2 et 
14+/2. En effet, la moyenne des cellules récoltées pour les quatre groupes est respectivement 
de 7,89 ± 3,04, 6,92 ± 2,31, 6,03 ± 2,38 et 5,28 ± 2,18 106 cellules. 
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Concernant les deux métabolites PCho et GPCho, nous pouvons en conclure que leur 
variation est principalement imputable à l’irradiation comme pour tous les autres métabolites 
(sauf Tau). En effet, lorsque l’on compare le pourcentage d’augmentation des métabolites 
dans les individus 14+/2 par rapport aux individus 14-, les métabolites tels que l’AXP, le Glu, 
la GPCho et la PCho augmentent globalement de 60%, et les acides aminés augmentent 
d’environ 30% (Tab. 37). Il est donc difficile de conclure sur ces variations métaboliques. 
 
Les variations observées pour le métabolite Tau sont plus intéressantes. En effet, nous 
remarquons une augmentation significative (d’un facteur deux) de sa concentration après 
traitement des cellules URB14 à la Dex (Tab. 37). Cette augmentation n’est pas observée dans 
les cellules U87 traitées, ce qui suggère que cette variation est imputable à l’expression de la 
forme dominante négative RhoBN19 et non à la Dex elle-même.  
Par ailleurs, une augmentation significative (d’un facteur deux également, Tab. 37) est 
également observée dans les individus 14-/2 comparés aux individus 14-. Cela se traduit par 
un effet cumulé entre l’irradiation et l’expression de la forme dominante RhoBN19. En effet, 
le pourcentage de variation entre les individus 14- et 14+ d’une part (+101 ± 48%, Tab. 33) et 
celui entre les individus 14-/2 et 14+/2 d’autre part (+74 ± 42%, Tab. 35) sont du même ordre 
de grandeur, ce qui ne suggère pas un effet synergique mais plutôt un effet cumulé.  
 
Etant donné que nous n’avons pas remarqué de variation de la Tau dans les individus 
U87+ comparés aux individus U87-, nous pouvons admettre un effet cumulé de l’irradiation 
et de l’induction de la forme dominante RhoBN19, sur les cellules radiorésistantes URB14. 
D’un point de vue métabolique, cela se traduit par une augmentation significative d’un facteur 
quatre (environ) de la Tau dans les individus 14+/2, comparés aux individus 14-.  
Il semblerait donc que nous ayons identifié un biomarqueur de perturbations 
métaboliques radio-induites, sur des cellules de GBM humain après inhibition de la protéine 
RhoB impliquée dans le phénomène de radiorésistance. 
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III.2.6.2. Effet d’une induction prolongée de RhoBN19 (protocole B) 
 
Nous allons maintenant comparer les variations de certains métabolites (Phe, Tyr, 
AXP, Glu, PCho, Tau et Val) dans les individus 14-/2 et 14+/2 (protocole A) et 14-/2bis et 
14+/2bis (protocole B) (comparaisons 2 et 3), afin de mesurer l’effet d’une induction 
prolongée de 24 h de l’expression de RhoBN19 (Tab. 38 et Fig. 66). Pour éviter d’alourdir le 
tableau, les métabolites Leu et Ile n’ont pas été considérés. Nous avons vu précédemment 
qu’ils évoluaient de manière similiaire à la Val. 
Tableau 38. Valeurs de quelques métabolites dans les individus 14-/2 et 14+/2 (protocole 
A) et 14-/2bis et 14+/2bis (protocole B), ainsi que leurs p-values et leurs pourcentages de 
variation. 
Variable 
Comparaison entre les groupes 14+/2 et 14-/2 
(protocole A) 
Comparaison entre les groupes 14+/2bis et 14-/2bis 
(protocole B) 
Moyenne (± SD) en 
Anormalisée/mg de protéines 
Moyenne (± SD) en 
Anormalisée/mg de protéines N° Métabolite 
14-/2 14+/2 
p-value 
% variation 
(± SD) * 
14-/2bis 14+/2bis 
p-value 
% variation 
(± SD) ** 
6 Phe (x10-1) 7,52 ± 0,74 6,27 ± 0,90 8,85.10-4 -17 ± 12% 10,65 ± 1,58 7,78 ± 3,76 5,97.10-3 -30 ± 4% 
7 Tyr (x10-1) 2,66 ± 0,46 1,76 ± 0,30 1,72.10-5 -34 ± 11% 4,09 ± 1,04 2,70 ± 0,57 2,12.10-2 -34 ± 14% 
10 AXP (x10-1) 4,28 ± 0,60 3,92 ± 0,51 1,19.10-1 -8 ± 12% 6,26 ± 0,44 5,11 ± 0,53 2,32.10-3 -18 ± 8% 
27 Glu 1,55 ± 0,26 1,44 ± 0,11 1,70.10-1 -8 ± 7% 2,85 ± 0,12 2,33 ± 0,58 2,04.10-5 -18 ± 2% 
30 PCho 4,70 ± 0,21 5,18 ± 0,20 7,41.10-6 +10 ± 4% 7,03 ± 0,28 7,38 ± 0,42 1,27.10-1 +5 ± 6% 
32 Tau (x10-1) 2,43 ± 1,15 4,22 ± 1,01 4,51.10-4 +74 ± 42% 5,81 ± 0,40 9,28 ± 0,51 2,04.10-7 +60 ± 9% 
57 Val (x10-1) 3,06 ± 0,54 2,25 ± 0,34 3,33.10-4 -26 ± 11% 5,04 ± 1,09 3,30 ± 0,61 9,76.10-3 -34 ± 12% 
* Le pourcentage est calculé en comparant les valeurs des moyennes des individus 14+/2 par rapport à celles des individus 
14-/2 ; ** Le pourcentage est calculé en comparant les valeurs des moyennes des individus 14+/2bis par rapport à celles des 
individus 14-/2bis. 
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Figure 66. Pourcentages de variation des métabolites entre les protocoles A et B. 
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Les échantillons obtenus selon le protocole A n’ont pas été récoltés en même temps et 
dans les mêmes conditions que ceux obtenus selon le protocole B, ce qui pourrait expliquer 
les différences entre les individus des protocoles A et B présentés dans le tableau 38. Il 
manque par ailleurs les individus des groupes 14-bis et 14+bis pour faire directement 
l’analogie avec tous les individus obtenus selon le protocole A. Les valeurs des variables dans 
les quatre conditions : 14-/2 et 14+/2 (protocole A) et 14-/2bis et 14+/2bis (protocole B) ne 
seront donc pas comparées directement.  
Néanmoins, il est parfaitement possible de comparer les pourcentages de variation de 
certains métabolites entre les individus 14-/2 et 14+/2 (protocole A) d’un côté, et entre les 
individus 14-/2bis et 14+/2bis (protocole B) (Tab. 38 et Fig. 71). Ainsi, nous pouvons 
remarquer que la diminution des acides aminés (Phe, Glu, Val) entre les groupes traités et non 
traités est plus importante lorsque les cellules sont en présence de la Dex pendant 72 h 
(protocole B), que lorsque cette dernière est présente seulement pendant 48 h (protocole A). 
Cette observation est logique si, comme nous l’avons supposé précédemment, cette 
diminution du pool des acides aminés est imputable à la Dex elle-même. 
Par ailleurs, le pourcentage de variation de la PCho selon le protocole B reste 
insignifiant (+5 ± 6%). Cela montre que ce métabolite est principalement affecté par 
l’irradiation et non par la Dex, c’est-à-dire l’induction de l’expression de RhoBN19. 
Enfin, le pourcentage de variation de la Tau entre le protocole A et B est sensiblement 
le même, bien que légèrement inférieur et moins bruité dans le protocole B. Ceci suggère que 
le traitement optimal des cellules à la Dex est plutôt de 24 h avant l’irradiation (protocole A) 
que de 48 h avant l’irradiation (le protocole B). Etant donné que l’inhibition de RhoB est 
théoriquement optimale 48 h après le début de l’induction par la Dex (Delmas et al., 2002), 
cela suggère que le pic d’inhibition de la protéine RhoB par l’expression de sa forme 
RhoBN19 doit avoit lieu quelques heures après l’irradiation, afin que l’effet sur les cellules 
URB14 radiosensibilisées soit optimal. 
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III.3. Etude lipidomique 
 
III.3.1. Présentation de l’étude et résultats 
 
Une étude lipidomique, complémentaire de l’étude métabolomique présentée 
précédemment, a été réalisée afin d’observer les variations lipidiques sur des cellules URB14 
témoins, irradiées ou pour lesquelles RhoB a été inhibée, avec ou sans irradiation. Pour cela, 
différentes familles de lipides, pour les quatre conditions (n= 3 pour chaque condition) 
obtenues selon le protocole A : 14-, 14+, 14-/2 et 14+/2 ont été quantifiées. Seules les familles 
de lipides appartenant à la classe des glycérophospholipides (GPL : PtdCho, PtdE, PtdS et 
PtdI) et à la classe des sphingolipides (SL : SMe et Cer) ont été dosées. Les résultats pour les 
GPL sont exprimés en µg/mg de protéines, tandis que ceux pour les SL sont exprimés en 
nmol/mg de protéines (Tab. 39 et Fig. 67). 
Tableau 39. Concentration des GPL (en µg/mg de protéines) et des SL (en nmol/mg de 
protéines) dans les individus 14-, 14+, 14-/2 et 14+/2. 
Classe Famille 14- 14+ 14-/2 14+/2 
PtdE 65,0 ± 21,6 54,4 ± 6,5 64,2 ± 5,9 62,1 ± 5,2 
PtdCho 79,6 ± 15,2 77,0 ± 8,5* 96,8 ± 4,0* 93,1 ± 5,5 
PtdS 24,5 ± 7,4 20,6 ± 2,9 24,6 ± 2,5 23,8 ± 2,0 
GPL (µg/mg de 
prot.) 
PtdI 6,2 ± 1,2 5,0 ± 0,9 6,4 ± 0,6 5,9 ± 0,4 
SMe 28,5 ± 7,6 26,4 ± 0,8 30,6 ± 4,5 27,7 ± 1,5 SL (nmol/mg 
de prot.) Cer 5,1 ± 3,1 3,4 ± 0,3 4,3 ± 0,7 4,1 ± 0,8 
* p < 0,05 (test de Student) 
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Figure 67. Concentration des GPL (µg/mg de protéines) et des SL (en nmol/mg de 
protéines) dans les individus 14-, 14+, 14-/2 et 14+/2
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III.3.2. Interprétation 
 
Le faible nombre d’individus par groupe peut expliquer le peu de variables 
significativement différentes entre les groupes. Seule la concentration des PtdCho est 
significativement plus faible dans les 14+ par rapport au 14-/2 (Tab. 39).  
Les concentrations en PtdE, PtdCho, PtdS, PtdI, SMe et Cer sont globalement 
légèrement plus basses (non significatives) dans les individus 14+ par rapport aux 14- 
(Fig. 67, Tab. 39). Cette baisse est plus faible lorsque sont comparés les individus 14+/2 et 
14-/2. Le traitement à la Dex, soit l’induction de l’expression de la forme RhoBN19, ne 
semble donc pas avoir d’influence notable sur le contenu lipidique des cellules URB14. 
En revanche, l’irradiation a pour effet d’augmenter la concentration des PtdCho dans 
les individus 14-/2 comparés aux individus 14-, alors que la concentration des autres familles 
de lipides ne semble pas varier. En effet, les PtdCho augmentent de 22 ± 5% (pourcentage 
calculé en comparant les valeurs moyennes des PtdCho dans les 14-/2 par rapport à la 
moyenne des 14-) avec une p-value de 0,013. La moyenne des quantités de protéines 
mesurées dans les quatre groupes (14-, 14+, 14-/2 et 14+/2) est relativement proche et est 
respectivement de 3,07 ± 1,75, 3,23 ± 0,01, 2,75 ± 0,11 et 2,90 ± 0,31 mg de protéines. Les 
différences observées dans les PtdCho ne sont donc pas imputables à la normalisation des 
données par les quantités de protéines mesurées dans chaque individu.  
 
L’augmentation de la concentration des PtdCho dans les cellules irradiées pourrait 
conforter l’hypothèse suggérée précédemment selon laquelle les cellules irradiées ont 
tendance à grossir quelques heures après l’irradiation (Oishi et al., 2008). En effet, les PtdCho 
sont les glycérophospholipides majoritaires constitutifs des membranes cellulaires. Le 
grossissement de ces cellules après irradiation corrèlerait donc avec un taux de PtdCho plus 
important. 
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III.4. Etude de la mort cellulaire par cytométrie en flux 
 
III.3.1. Présentation de l’étude 
 
Une étude par cytométrie en flux (ou FACS) a été réalisée afin d’évaluer les effets de 
l’irradiation, de l’induction de la forme dominante négative RhoB et de l’association des deux 
sur la mort des cellules URB14. 
Pour cette étude, huit conditions ont été considérées : 14-, 14+, 14-/2, 14+/2 
(protocole A) et 14-bis, 14+bis, 14-/2bis et 14+/2bis (protocole B). Chaque condition a été 
évaluée en triplicata (n = 3) et les échantillons ont été récoltés lors de deux expériences 
distinctes : une dans les conditions du protocole A, l’autre dans les conditions du protocole B. 
Quatre états cellulaires ont été considérés (Fig. 68) : les cellules saines (marquage 
double négatif, région sud-ouest sur les dot plots), les cellules nécrotiques (marquage positif à 
l’Iodure de Propidium, région nord-ouest), les cellules apoptotiques (marquage positif à 
l’Annexine, région sud-est) et les cellules apoptotiques tardives (double marquage positif, 
région nord-est). Ces dernières sont considérées comme des cellules apoptotiques dont les 
membranes plasmiques sont perméabilisées. 
Marquage des cellules apoptotiques
(Annexine)
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Figure 68. Exemples de dot plots obtenus par cytométrie en flux pour les individus 14-, 
14+, 14-/2 et 14+/2.
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III.3.2. Résultats 
 
Les pourcentages relatifs (± SD) des quatre états cellulaires pour chacune des 
conditions sont présentés dans le tableau 39 et les histogrammes suivants (Fig. 69).  
 
Tableau 40. Pourcentages relatifs (± SD) obtenus par cytométrie en flux des quatre états 
cellulaires considérés dans les huit conditions des cellules URB14. 
Pourcentage relatif (± SD) 
Protocole A Protocole B Etat cellulaire 
14- 14+ 14-/2 14+/2 14-bis 14+bis 14-/2bis 14+/2bis 
Saine 79,2 ± 7,5 82,5 ± 5,4 78,4 ± 8,0 63,5 ± 3,0 94,4 ± 0,4 93,5 ± 2,0 92,1 ± 0,6 89,3 ± 0,8 
Nécrotique 11,7 ± 4,8 11,5 ± 4,3 11,0 ± 3,6 20,4 ± 3,4 2,3 ± 0,3 2,7 ± 1,1 2,8 ± 0,4 5,0 ± 0,4 
Apoptotique 4,5 ± 1,2 2,0 ± 0,4 4,4 ± 1,5 4,7 ± 0,5 2,7 ± 0,1 3,0 ± 0,9 3,9 ± 0,3 4,0 ± 0,7 
Apoptotique 
tardif 4,6 ± 1,7 4,0 ± 1,7 6,2 ± 3,1  11,4 ± 0,6 0,6 ± 0,1 0,8 ± 0,3 1,2 ± 0,2 1,7 ± 0,2 
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Figure 69. Population cellulaire (en %) dans les huit conditions obtenues selon les 
protocoles A et B. 
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III.3.3. Interprétation et discussion 
 
Entre les individus obtenus selon les protocoles A et B, une différence de population 
cellulaire est indéniable. Par exemple, les individus 14- possèdent 15% de cellules saines en 
moins que les individus 14-bis (Tab. 40). Cela suggère un état cellulaire différent au moment 
de la réalisation les deux expériences. En effet, dans le cas du protocole B, les cellules ont 
adhéré 24 h de plus avant d’être traitées à la Dex ou de subir un changement de milieu. Les 
conditions utilisées lors de ce protocole sont vraisemblablement plus « douces » pour les 
cellules. 
 
Néanmoins, que ce soit pour les individus obtenus selon le protocole A ou B, les 
résultats montrent qu’il n’y a pas d’effet notable de l’induction de l’expression de RhoBN19 
seule ou de l’irradiation seule sur la population des cellules URB14. En effet, les populations 
des individus 14- et 14+ sont très voisines. Il en est de même si l’on compare les individus 14-
bis vs 14+bis et 14- vs 14-/2. Il semblerait toutefois qu’il y ait une légère augmentation (1,8%) 
des cellules apoptotiques totales dans les individus 14-/2bis par rapport aux 14-bis.  
 
En revanche, les résultats suggèrent un effet net de l’association irradiation + 
induction de l’expression de RhoBN19 (Tab. 40 et Fig. 69). En effet, lorsque sont comparés 
les individus 14+/2 et 14+/2bis par rapport à leur témoin respectif (14- et 14-bis), nous 
pouvons observer une diminution d’environ 16 et 5% dans les deux cas des cellules saines. 
Cela se traduit par un doublement du pourcentage de cellules nécrotiques et par une nette 
augmentation (d’un facteur ~ 1,7) des cellules apoptotiques totales (apoptotiques et 
apoptotiques tardives).  
 
L’augmentation du pourcentage de cellules nécrotiques et de cellules apoptotiques 
tardives dans les cellules irradiées radiosensibilisées est en accord avec le possible gonflement 
des cellules provoqué par l’irradiation. En effet, ce gonflement est une des caractéristiques de 
la mort par nécrose radio-induite des cellules ainsi qu’une des étapes de l’apoptose tardive 
(Favaudon, 2000).    
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III.5. Conclusion du projet URB14 
 
Au cours des différentes études réalisées pour le projet URB14, nous avons obtenu 
plusieurs indices nous permettant de constater l’influence de l’inhibition de RhoB sur les 
cellules URB14, via l’induction de l’expression d’une forme dominante négative RhoBN19, 
avec et sans irradiation.  
 
La première observation concerne l’identification d’un biomarqueur caractéristique de 
l’induction supposée de l’expression de RhoBN19. Nous n’avons malheureusement pas réussi 
à obtenir un résultat fiable par Western-Blot confirmant cette induction. Néanmoins, une 
augmentation significative d’un facteur 2 (Fig. 65 et Tab. 37) de la Tau a été observée dans 
les cellules URB14 traitées à la Dex par rapport aux cellules non traitées (14 vs 14+). Cette 
augmentation n’est pas imputable à la Dex elle-même, contrairement à la diminution des 
autres métabolites. Cette modification métabolique ne s’accompagne ni de changement 
lipidique net (Fig. 67, Tab. 39), ni de changement dans la population cellulaire (Fig. 69 et 
Tab. 40).  
L’augmentation de Tau pourrait donc être une des conséquences de l’inhibition de 
RhoB. Cette première observation suggère un lien entre RhoB et la régulation des flux 
d’osmolytes organiques des cellules URB14. En effet, suite à un stress tel que la présence de 
Dex dans le milieu, les cellules sont susceptibles de gonfler subitement. Elles régulent ensuite 
la diminution de leur volume (regulatory volume decrease ou RVD) en activant des canaux 
par lesquelles sont expulsés des ions (K+, Cl-) et des osmolytes, dont le principal est la Tau 
(Kirk, 1997; Lambert, 2004). Une étude a montré que la protéine RhoA participe à 
l’activation de ces flux osmotiques (Pedersen et al., 2002). Les auteurs suggèrent également 
une implication globale des Rho GTPases dans le contrôle de la RVD. Enfin, une autre équipe 
a montré que les protéines ERK et JNK, appartenant à la famille des MAP kinases, étaient 
impliquées dans l’efflux de la Tau. Leur inhibition dans des cellules d’astrocytome de rat (C6) 
entraîne des diminutions de cet efflux et de la prolifération cellulaire (Belsey et al., 2007).   
Ainsi, si nous émettons l’hypothèse que RhoB contribue à l’efflux de Tau, son 
inhibition est susceptible de perturber ce dernier et donc d’augmenter la concentration 
intracellulaire de cet osmolyte. 
La deuxième observation importante concerne les modifications métabolique et 
lipidomique dans le groupe irradié (14-/2) par rapport au groupe 14- (Tabs. 37 et 39). Ces 
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modifications ne s’accompagnent pas de changement notable dans la population cellulaire des 
individus obtenus selon le protocole A (Tab. 40). Néanmoins, il semblerait qu’il y ait une 
légère augmentation des cellules apoptotiques totales (apoptotiques et apoptotiques tardives) 
dans le groupe 14-/2bis. 
Les modifications métabolique et lipidomique se caractérisent par une nette 
augmentation des métabolites intracellulaires en général, dont la Tau (d’un facteur 2,4). Cette 
augmentation corrèle avec une augmentation des PtdCho, les glycérophospholipides 
majoritaires des membranes cellulaires. Nous pouvons donc en déduire que l’irradiation 
entraîne un stress oxydant brutal, qui se traduit notamment par un gonflement rapide des 
cellules (Shennan, 2008). Au moment de leur récolte, soit 24 h après l’irradiation, certaines 
ont retrouvé leur volume initial (phénomène de RVD) et continuent de proliférer, tandis que 
d’autres ont continué à gonfler et sont entrées en sénescence ou en mort cellulaire 
indéterminée, mais non apoptotique. Cela est confirmé par les travaux d’auteurs qui ont 
montré que le taux de cellules CGNH-89 (GBM) « larges » était à son maximum 48 h après 
irradiation (Oishi et al., 2008).  
L’augmentation significative de Tau conforte l’hypothèse selon laquelle l’irradiation 
est susceptible d’entraîner de la mort radio-induite majoritairement non-apoptotique, 
autrement dit nécrotique (Iwadate et al., 2001). En effet, une étude métabolomique par HR-
MAS a montré, sur des cellules leucémiques (HL60), qu’une diminution de la Tau corrèle 
avec les cellules induites en apoptose (par irradiation ou par traitement à la doxorubicine), 
tandis que son augmentation témoigne de cellules nécrotiques (après chauffage à 57°C) 
(Rainaldi et al., 2008). Par ailleurs, l’étude lipidomique n’a pas révélé d’augmentation du taux 
des Cer qui augmente dans les cellules apoptotiques (Bieberich et al., 1999). Néanmoins, 
d’autres auteurs proposent la Tau comme étant un marqueur fiable de l’apoptose des gliomes 
in vivo (Opstad et al., 2009). 
  L’augmentation de Tau pourrait notamment venir du fait que l’expression de RhoB 
est induite sous irradiation (Vega & Ridley, 2008), ce qui entraîne une inactivation d’une des 
isoformes de PKC (Baldwin et al., 2008). Or, cette dernière est impliquée dans la régulation 
de la protéine TauT, un transporteur responsable de l’incorporation de Tau dans les cellules 
(Lambert, 2004). La Tau étant le principal osmolyte des cellules, son incorporation est 
indispensable pour assurer leur homéostasie, qui plus est après une irradiation. 
L’association irradiation plus inhibition de la protéine RhoB entraîne bien une mort 
cellulaire radio-induite des cellules URB14, comme déjà décrit (Delmas et al., 2002). D’un 
point de vue métabolique, cela se traduit encore par une augmentation de la Tau (environ d’un 
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facteur 1,6) lorsque l’on compare les individus 14-/2 vs 14+/2 et 14-/2bis vs 14+/2bis 
(Tab. 38). Cette augmentation est bien sûr beaucoup plus importante si on compare les 
individus 14+/2 vs 14- (environ d’un facteur 4). Cette augmentation semble être la somme de 
l’effet de l’inhibition de RhoB d’une part, et de l’irradiation d’autre part. Il n’y en revanche 
pas de différence significative dans le contenu lipidique des individus 14+/2 par rapport aux 
individus 14-/2, bien qu’une légère baisse globale soit observée. Cette baisse pourrait être 
imputée à une lyse cellulaire un peu plus importante dans les 14+/2. Cela serait cohérent avec 
les résultats obtenus par cytométrie en flux (Tab. 40). En effet, une nette diminution des 
cellules saines est observée dans les individus 14+/2 et 14+/2bis, ce qui se traduit par une 
augmentation des cellules apoptotiques totales et un doublement des cellules nécrotiques par 
rapport à leur témoin respectif (14- et 14-bis). 
 
Il semblerait bien que la mort cellulaire radio-induite qui prédomine pour ces cellules 
radiosensibilisées soit la nécrose (autophagie, mort mitotique, mort post-mitotique ou 
oncose), bien que l’apoptose et l’apoptose tardive semblent être faiblement impliquées. Ces 
résultats semblent confirmer le contrôle des morts radio-induites mitotique et post-mitotique 
des cellules de GBM U87 radiorésistantes par la protéine RhoB (Delmas et al., 2002; Ader et 
al., 2003; Milia et al., 2005). Par ailleurs, l’augmentation de l’osmolyte Tau semble être 
corrélée à la fois à l’inhibition de RhoB et à la mort cellulaire radio-induite non apoptotique 
des cellules URB14. 
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IV. Projet KILK2 
 
IV.1. Présentation du projet 
 
A travers cette étude, il nous a semblé intéressant d’étudier les perturbations 
métaboliques à court terme occasionnées par l’inhibition de la transcription de la protéine 
Integrin-Linked Kinase (ILK) sur la lignée cellulaire KILK2, avec ou sans irradiation de 2 Gy. 
La protéine ILK intervient dans les mécanismes de radiorésistance des cellules de GBM 
(Monferran et al., 2008). L’inhibition est inductible à la doxycycline (Dox). Cette lignée est 
dérivée de la lignée radiorésistante U87, tout comme la lignée contrôle T2K pour lesquelles le 
traitement à la Dox n’a aucun effet sur l’expression de la protéine ILK. 
Nous avons considéré quatre conditions pour la lignée KILK2 : KILK2 sans traitement 
et sans irradiation (K-), KILK2 avec Dox (K+), KILK2 avec irradiation (K-/2) et KILK2 avec 
Dox plus irradiation (K+/2) et quatre conditions pour la lignée T2K : T2K sans traitement et 
sans irradiation (T-), T2K avec Dox (T+), T2K avec irradiation (T-/2) et T2K avec Dox plus 
irradiation (T+/2). 
 
IV.2. Contrôle de l’inhibition de la transcription d’ILK par WB 
 
L’inhibition de la transcription de la protéine ILK a été vérifiée par Western-Blot 
(WB) pour les huit conditions considérées lors de cette étude. La protéine ILK est visible sur 
la membrane à un poids moléculaire d’environ 59 kDa (Fig. 70). Que ce soit sans ou avec 
irradiation, l’inhibition d’ILK dans les cellules KILK2 semble évidente après induction à la 
Dox. La présence de Dox n’a effectivement aucun effet sur l’expression d’ILK dans les 
cellules T2K (contrôle). 
- - + + - - + +
- + - + - + - +
ILK
β-actine
Dox
2 Gy
KILK2 T2K (contrôle)
 
Figure 70. Vérification de l’inhibition de la transcription de la protéine ILK (~ 59 kDa) 
dans les cellules KILK2 et T2K après induction à la doxycycline (Dox), avec et sans 
irradiation (2 Gy). 
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IV.3. Etude métabolomique 
 
Pour cette étude, les huit conditions considérées : K-, K+, K-/2, K+/2, T-, T+, T- /2 et 
T+/2 ont été comparées deux à deux. Le nombre d’individus est respectivement de 9, 9, 7, 7, 
10, 11, 10 et 10, après que des individus outliers aient été écartés. Les comparaisons 
considérées sont les suivantes : 
• Comparaison 1 : K- vs K+ ;  
• Comparaison 2 : T- vs T+ ;   
• Comparaison 3 : K-/2 vs K+/2 ;  
• Comparaison 4 : T-/2 vs T+/2 ; 
• Comparaison 5 : K- vs K+/2 ; 
• Comparaison 6 : T- vs T+/2.  
 
La première comparaison (K- vs K+) permet de mettre en évidence les métabolites qui 
varient de manière significative après que les cellules KILK2 aient été induites à la 
doxycycline (Dox). La comparaison 2 (T- vs T+) permet de vérifier l’effet de la Dox 
(concentration finale de 1 µg/mL) sur les cellules T2K (cellules contrôles). Nous ne 
présenterons pas la comparaison K- vs K-/2 (ou T- vs T-/2) qui montrerait l’effet de 
l’irradiation sur les cellules KILK2 (ou T2K), sans Dox. En effet, le constat est le même que 
celui dressé lors des études précédentes ; il est difficile de comparer un groupe d’individus 
irradiés avec un groupe d’individu non irradiés. En effet, trente-cinq variables sur cinquante 
sept ont une p-value inférieure à 0,05, en comparant K- vs K-/2. Il en est de même pour les 
comparaisons 5 et 6 (vingt-neuf et cinquante variables significatives, respectivement). Il n’est 
donc pas possible d’étudier directement l’association Dox + irradiation sur les cellules KILK2 
(comparaison 5) et T2K (comparaison 6, contrôle). Pour palier ce problème, nous comparons 
les individus K-/2 vs K+/2 (comparaison 3), ainsi que T-/2 vs T+/2 (comparaison 4) comme 
individus contrôles. Les résultats de ces comparaisons seront corrélés à ceux des 
comparaisons 1 et 2. 
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IV.3.1. Attribution spectrale et bucketing 
La liste des buckets (ou variables, notées var.) considérés (numéros de variables, 
déplacements chimiques et attributions) dans cette étude est décrite dans le tableau 41. 
Tableau 41. Liste des buckets (numéros de variables, déplacements chimiques et 
attributions) pour l’étude métabolomique du projet KILK2. 
N° δ (ppm) attribution N° δ (ppm) attribution 
1 8.457635 8.446635 AXP 30 3.229484 3.216483 PCho 
2 8.380633 8.369633 ? 31 3.216483 3.198483 Cho 
3 8.284630 8.264630 ? 32 3.086480 3.071479 Tau 
4 8.166627 8.155626 ? 33 3.049479 3.043478 PCr 
5 7.693613 7.676613 UXP 34 3.043478 3.034478 Cr 
6 7.455606 7.279601 Phe 35 3.010477 2.922475 GSH_ox 
7 7.126597 7.094596 Tyr 36 2.922475 2.887474 GSH_red 
8 6.792587 6.757586 Tyr 37 2.843473 2.773471 GSH_red 
9 6.527579 6.515579 Fum 38 2.773471 2.752470 Asp 
10 6.180569 6.150568 AXP 39 2.736469 2.711469 Asp 
11 6.004564 5.964563 ? 40 2.501463 2.410460 GSH_ox+red 
12 5.914561 5.865560 UXP 41 2.410460 2.399460 Succ+GSH_ox+red 
13 4.526521 4.454519 UXP 42 2.399460 2.382459 ? 
14 4.454519 4.377517 AXP 43 2.370459 2.313457 Gln 
15 4.377517 4.303515 GPCho 44 2.313457 2.245455 Glu 
16 4.303515 4.253513 GSH_red 45 2.131452 2.121452 Met 
17 4.253513 4.198512 AXP+UXP 46 2.057450 1.923446 GSH+Glu+Gln 
18 4.198512 4.131510 PCho 47 1.915446 1.849444 GSH+Glu+Gln 
19 4.131510 4.091509 Lac 48 1.398431 1.358430 Ala 
20 3.956505 3.944504 PCr 49 1.348429 1.311428 Lac 
21 3.944504 3.924504 Cr 50 1.232426 1.211425 Thr 
22 3.794500 3.783500 GSH_ox 51 1.005419 0.978419 Val 
23 3.783500 3.776500 GSH_red 52 0.978419 0.956418 Ile 
24 3.776500 3.764499 GSH_ox+red 53 0.956418 0.937417 Leu 
25 3.732498 3.723498 Asp+GSH_ox+red 54 0.937417 0.929417 Val+Ile 
26 3.705498 3.669496 GPCho 55 0.929417 0.922417 Leu 
27 3.516492 3.459490 Glu 56 0.922417 0.916417 Val 
28 3.379488 3.366488 Gly+Gln 57 0.916417 0.888416 Ile 
29 3.246484 3.229484 GPCho    
« ? » signifie que la variable n’a pas été attribuée. 
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IV.3.2. Comparaison 1 : K- vs K+ 
 
Une première analyse a été effectuée pour comparer ces deux groupes et a montré un 
outlier dans le groupe des K- : l’individu K-8A. Il n’a donc pas été considéré dans la suite de 
notre étude.  
 L’analyse univariée supervisée a révélé vingt-sept variables ayant une p-value 
significative (dans l’ordre décroissant) : 40, 24, 27, 46, 47, 44, 28, 21, 48, 53, 32, 15, 43, 25, 
52, 35, 26, 18, 29, 7, 55, 49, 20, 45, 34, 19 et 10. L’allure des box plots et violin plots, avec 
une relativement bonne séparation des distributions des valeurs de ces variables dans les deux 
groupes, est correcte pour les variables suivantes : 40 (GSH_ox+red), 24 (GSH_ox+red), 27 
(Glu), 46 (GSH+Glu+Gln), 47 (GSH+Glu+Gln), 44 (Glu), 21 (Cr) et 48 (Ala). La variable 21 
(Cr) n’a pas été retenue car elle n’a pas été confirmée par l’autre signal de la variable Cr 
(var. 34) ; de la même façon, les variables 46 et 47 (GSH+Glu+Gln) qui ne sont pas 
spécifiques d’un seul métabolite n’ont pas été concernées (Tab. 42).  
 
La grande variance des variables 26 (GPCho), 44 (Glu) et 46 (GSH+Glu+Gln) nous a 
amené à travailler en UV pour l’analyse multivariée supervisée. Ainsi, le modèle obtenu en 
PLS-DA avec UV est prédictif (Fig. 71) : 3 axes, R2X = 0,555, R2Y = 0,995, Q2 = 0,959, CV-
ANOVA = 3,9.10-5. Les variables retenues en analyse univariée supervisée, 24 et 40 
(GSH_ox+red) et 27 (Glu), contribuent fortement à la construction du modèle (Fig. 71C). Le 
coefficient plot confirme que globalement toutes les variables sont plus importantes dans les 
individus K+, en particulier celles retenues en analyse univariée supervisée (Fig. 71D). 
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Figure 71. Résultats en analyse multivariée supervisée (PLS-DA avec UV) de la 
comparaison « K- vs K+ » : (A) Score plot, (B) Loading plot, (C) VIP plot et (D) 
Coefficient plot [(K-) – (K+)]. 
 
 
Tableau 42. Valeurs des p-values des métabolites discriminants du modèle « K- vs K+ » 
ainsi que leur pourcentage de variation (± SD). 
Métabolite 
discriminant 
p-value (test 
de Welch) 
Pourcentage de 
variation (± SD)* 
Confirmation par 
une autre variable 
Intervenant dans la 
construction du modèle 
GSH_ox+red (var. 40) 5,98.10-7 +18 ± 3% var. 24 Oui 
Glu (var. 27) 2,92.10-6 +24 ± 5% var. 44 Oui 
Ala (var. 48) 2,29.10-3 +25 ± 13% - - 
* Le pourcentage est calculé en comparant les valeurs des moyennes des individus K+ par rapport à celles des individus 
K-. 
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IV.3.3. Comparaison 2 : T- vs T+ 
 
L’analyse univariée supervisée a révélé vingt-quatre variables ayant une p-value 
significative (dans l’ordre décroissant) : 40, 24, 46, 21, 27, 25, 48, 35, 30, 33, 28, 47, 15, 10, 
34, 32, 54, 29, 44, 3, 17, 26, 18 et 9. L’allure des box plots et violin plots, avec une 
relativement bonne séparation des distributions des valeurs de ces variables dans les deux 
groupes, est correcte pour les variables suivantes : 40 (GSH_ox+red), 24 (GSH_ox+red), 46 
(GSH+Glu+Gln), 21 (Cr) et 27 (Glu). La variable 21 (Cr) n’a pas été retenue car elle n’a pas 
été confirmée par l’autre signal de la variable Cr (var. 34) ; de même pour la variable 46 
(GSH+Glu+Gln) qui n’est pas spécifique d’un seul métabolite. Enfin, la var. 48 (Ala) a été 
ajoutée afin de pouvoir comparer sa variation avec celle déterminée dans la comparaison 1 
(Tab. 43).  
 
Les résultats obtenus en analyse multivariée supervisée sont très similaires à ceux 
obtenus pour la comparaison 1. C’est pourquoi ils sont simplement décrits mais non 
représentés. La grande variance des variables 26 (GPCho), 44 (Glu) et 46 (GSH+Glu+Gln) 
nous a conduit à travailler en UV. Ainsi, le modèle obtenu en PLS-DA est prédictif : 2 axes, 
R2X = 0,384, R2Y = 0,988, Q2 = 0,947, CV-ANOVA = 4,7.10-7. Les variables retenues en 
analyse univariée supervisée, 24 et 40 (GSH_ox+red) et 46 (GSH+Glu+Gln), contribuent 
fortement à la construction du modèle. Le coefficient plot confirme que globalement toutes les 
variables sont plus importantes dans les individus T+, en particulier celles retenues en analyse 
univariée supervisée.  
 
Tableau 43. Valeurs des p-values des métabolites discriminants de la comparaison « T- 
vs T+ » ainsi que leur pourcentage de variation (± SD). 
Métabolite discriminant p-value (test de 
Welch) 
Pourcentage de 
variation (± SD)*
Confirmation 
par une autre 
Intervenant dans la 
construction du modèle
GSH_ox+red (var. 40) 7,00.10-7 +17 ± 5% var. 24 Oui 
Glu (var. 27) 6,72.10-4 +22 ± 10% - - 
Ala (var. 48) 2,15.10-3 +20 ± 11% - - 
* Le pourcentage est calculé en comparant les valeurs des moyennes des individus T+ par rapport à celles des 
individus T-. 
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IV.3.4. Comparaison 3 : K-/2 vs K+/2 
 
Une première analyse (univariée et multivariée) a été effectuée entre ces deux groupes 
(K-/2 vs K+/2), initialement chacun constitué de onze individus. Mais une forte hétérogénéité 
intra-groupe nous a amené à écarter quatre individus de chaque groupe (correspondant aux 
expériences 7 et 11).  
  
L’analyse univariée supervisée a révélé une seule variable ayant une p-value inférieure 
à 0,05 : Val (56) avec p = 4,21.10-2. L’allure de ses box plot et violin plot n’est pas très bonne. 
Afin d’essayer d’extraire des informations de cette comparaison, nous nous sommes fixé un 
critère d’astringence moins restrictif. En fixant le seuil de p-value à 0,1, nous avons obtenu 
seulement deux variables répondant au critère (dans l’ordre décroissant) : 56 (Val) et 55 (Leu) 
(Tab. 44). L’allure des box plots et violin plots a montré que les valeurs de ces variables 
étaient légèrement plus élevées dans les K-/2.  
La grande variance des variables 26 et 29 (GPCho), 44 (Glu) et 49 (Ala) nous a 
encouragé à travailler en UV pour l’analyse multivariée supervisée. Néanmoins, le modèle 
obtenu en PLS-DA avec UV n’est pas du tout prédictif (Fig. 72) : 2 axes, R2X = 0,450, R2Y = 
0,805, Q2 = 0,304, CV-ANOVA = 4,5.10-1.  
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Figure 72. Résultats en analyse multivariée supervisée (PLS-DA avec UV) du modèle 
« K-/2 vs K+/2 » : (A) Score plot, (B) Loading plot, (C) VIP plot et (D) Coefficient plot [(K-
/2) – (K+/2)]. 
 
Tableau 44. Valeurs des p-values des métabolites discriminants de la comparaison « K-
/2 vs K+/2 » ainsi que leur pourcentage de variation (± SD). 
Métabolite discriminant p-value (test 
de Welch) 
Pourcentage de 
variation (± SD)* 
Confirmation par une 
autre variable 
Intervient dans 
la construction 
du modèle 
Val (var. 56) 4,21.10-2 -9 ± 6% - - 
Leu (var. 55) 8,65.10-2 -5 ± 6% - - 
* Le pourcentage est calculé en comparant les valeurs des moyennes des individus K+/2 par rapport à celles 
des individus K-/2. 
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IV.3.5. Comparaison 4 : T-/2 vs T+/2 
 
 L’analyse univariée supervisée a révélé trente-quatre variables ayant une p-value 
inférieure à 0,05 (dans l’ordre décroissant) : 24, 21, 46, 27, 54, 40, 11, 30, 53, 56, 52, 44, 18, 
47, 35, 20, 15, 7, 38, 32, 3, 8, 55, 28, 9, 34, 51, 41, 12, 48, 45, 19, 57 et 26. L’allure des box 
plots et violin plots, avec une relativement bonne séparation entre les deux groupes, a été 
validée pour les variables suivantes : 24 (GSH_ox+red), 21 (Cr), 46 (GSH+Glu+Gln), 27 
(Glu), 54 (Val+Ile), 40 (GSH_ox+red), 11 (?), 53 (Leu), 56 (Val), 52 (Ile) et 44 (Glu). Dans le 
tableau récapitulatif (Tab. 45), nous avons conservé seulement les variables qui correspondent 
à un seul métabolite. La var. 21 (Cr) a été conservée, bien qu’elle n’ait pas été confirmée de 
manière non anbigüe par son autre variable (var. 34).  
 
Le modèle obtenu en PLS-DA avec UV est prédictif (Fig. 73) : 3 axes, R2X = 0,567, 
R2Y = 0,994, Q2 = 0,932, CV-ANOVA = 4,9.10-5. Les variables retenues en analyse univariée 
supervisée, 21 (Cr) et 24 (GSH_ox+red), contribuent fortement à la construction du modèle 
(Fig. 73C). Le coefficient plot confirme que globalement toutes les variables sont plus 
importantes dans les individus T+/2 (Fig. 73D). 
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Figure 73. Résultats en analyse multivariée supervisée (PLS-DA avec UV) de la 
comparaison « T-/2 vs T+/2 » : (A) Score plot, (B) Loading plot, (C) VIP plot et (D) 
Coefficient plot [(T-/2) – (T+/2)]. 
Tableau 45. Valeurs des p-values des métabolites discriminants de la comparaison « T-/2 
vs T+/2 » ainsi que leur pourcentage de variation (± SD). 
Métabolite 
discriminant 
p-value (test 
de Welch) 
Pourcentage de 
variation (± SD)* 
Confirmation par 
une autre variable 
Intervient dans 
la construction 
du modèle 
GSH_ox+red (var. 24) 1,59.10-5 +13 ± 5% var. 40 Oui 
Cr (var. 21) 1,64.10-5 +10 ± 4% var. 34 Oui 
Glu (var. 27) 1,25.10-4 +12 ± 4% var. 44 - 
Leu (var. 55) 2,39.10-3 +20 ± 15% var. 55 - 
Val (var. 56) 3,26.10-3 +18 ± 12% var. 51 - 
Ile (var. 52) 3,43.10-3 +17 ± 13% var. 57 - 
* Le pourcentage est calculé en comparant les valeurs des moyennes des individus T+/2 par rapport à celles des individus 
T-/2. 
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IV.3.6. Comparaisons 5 et 6 : K- vs K+/2 et T- vs T+/2 
 
Afin de pouvoir apprécier l’effet de l’association irradiation plus inhibition de 
l’expression de la protéine ILK par induction à la Dox sur le profil métabolique des cellules 
KILK2 (comparaison 5 : K- vs K+/2), nous avons comparé dans un premier temps les 
variations métaboliques entre les individus K- et K+ (comparaison 1), puis les variations 
métaboliques entre les individus K-/2 et K+/2 dans un deuxième temps (comparaison 2) 
(Tabs. 42 et 44). Les comparaisons réalisées sur les individus T2K (comparaison 2 et 4) nous 
ont permis de voir l’influence du traitement des cellules par la Dox. La comparaison 6 (T- vs 
T+/2) a donc été réalisée en parallèle de la comparaison 5.  
Nous avons ainsi été en mesure d’identifier des métabolites discriminants entre les 
différents groupes. En comparant les différences de moyennes des valeurs de ces variables 
dans les huit groupes, il a été possible de mettre en évidence les variations métaboliques entre 
les individus K- vs K+/2 et T- vs T+/2 imputables aux RI, à l’inhibition de l’expression d’ILK 
(ou à la présence de Dox) ou à l’association des deux (Tabs. 46 et 47). La var. 32 (Tau) et la 
somme des var. 33+34 (Cr+PCr) ont été ajoutées dans les tableaux présentés ci-dessous. Ces 
derniers ont été complétés par des histogrammes des valeurs des variables les plus marquantes 
(Fig. 74). 
Tableau 46. Valeur des variables discriminantes entre les individus K-, K+, K-/2 et K+/2, 
et p-values des variables entre les groupes K- et K+/2. 
Variable 
Moyenne (± SD) des variables dans les quatre 
groupes (en Anormalisée/mg de protéines) 
Comparaison entre les 
conditions K+/2 et K- 
N° Métabolite K- K+ K-/2 K+/2 p-value (test 
de Welch) 
Pourcentage de 
variation (± SD)*
21 Cr 1,08 ± 0,07 1,20 ± 0,03 1,26 ± 0,06 1,22 ± 0,09 2,29.10-3 +13 ± 8% 
33+34 Cr+PCr (x10-1) 5,59 ± 0,48 6,25 ± 0,45 6,96 ± 0,75 6,48 ± 0,47 2,27.10-3 +16 ± 8% 
27 Glu 2,14 ± 0,15 2,65 ± 0,10 2,92 ± 0,12 3,00 ± 0,19 8,86.10-8 +40 ± 9% 
32 Tau 1,16 ± 0,21 1,60 ± 0,30 1,87 ± 0,30 1,97 ± 0,31 2,08.10-5 +70 ± 27% 
40 GSH 2,15 ± 0,09 2,53 ± 0,06 2,66 ± 0,06 2,74 ± 0,14 8,43.10-8 +28 ± 7% 
48 Ala 1,89 ± 0,26 2,36 ± 0,25 2,62 ± 0,25 2,80 ± 0,32 1,73.10-5 +48 ± 17% 
52 Ile (x10-1) 3,42 ± 0,31 3,97 ± 0,37 4,35 ± 0,19 4,28 ± 0,20 2,08.10-5 +25 ± 6% 
55 Leu (x10-1) 1,75 ± 0,08 1,94 ± 0,15 2,18 ± 0,09 2,06 ± 0,13 6,58.10-5 +17 ± 8% 
56 Val (x10-1) 1,61 ± 0,13 1,74 ± 0,16 2,01 ± 0,17 1,83 ± 0,12 4,40.10-3 +14 ± 7% 
* Le pourcentage est calculé en comparant les valeurs des moyennes des individus K+/2 par rapport à celles des 
individus K-. 
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Tableau 47. Valeur des variables discriminantes entre les individus T-, T+, T-/2 et T+/2, 
et p-values des variables entre les groupes T- et T+/2. 
Variable 
Moyenne (± SD) des variables dans les quatre 
groupes (en Anormalisée/mg de protéines) 
Comparaison entre les 
conditions T+/2 et T- 
N° Métabolite T- T+ T-/2 T+/2 p-value (test 
de Welch) 
Pourcentage de 
variation (± SD)*
21 Cr 1,15 ± 0,07 1,27 ± 0,06 1,33 ± 0,05 1,46 ± 0,06 2,95.10-9 +27 ± 5% 
33+34 Cr+PCr (x10-1) 5,14 ± 0,61 6,12 ± 0,70 6,82 ± 0,52 7,48 ± 0,67 1,83.10-7 +45 ± 13% 
27 Glu 2,12 ± 0,28 2,58 ± 0,21 2,77 ± 0,18 3,11 ± 0,12 5,56.10-9 +47 ± 6% 
32 Tau 1,11 ± 0,28 1,45 ± 0,28 1,76 ± 0,20 1,98 ± 0,12 3,83.10-8 +78 ± 11% 
40 GSH 2,02 ± 0,11 2,36 ± 0,11 2,61 ± 0,23 2,96 ± 0,14 1,87.10-12 +47 ± 7% 
48 Ala 1,92 ± 0,26 2,30 ± 0,21 2,34 ± 0,37 2,70 ± 0,32 1,37.10-5 +41 ± 17% 
52 Ile (x10-1) 2,97 ± 0,49 3,28 ± 0,42 3,26 ± 0,42 3,82 ± 0,44 6,72.10-4 +29 ± 15% 
55 Leu (x10-1) 1,52 ± 0,19 1,62 ± 0,20 1,62 ± 0,12 1,88 ± 0,26 2,10.10-3 +24 ± 17% 
56 Val (x10-1) 1,38 ± 0,14 1,51 ± 0,14 1,51 ± 0,17 1,78 ± 0,19 3,19.10-5 +29 ± 14% 
* Le pourcentage est calculé en comparant les valeurs des moyennes des individus T+/2 par rapport à celles des 
individus T-. 
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Figure 74. Valeurs des variables sélectionnées (en Anormalisée/mg de protéines) dans les 
quatre groupes respectifs des lignées KILK2 et T2K : K-, K+, K-/2, K+/2, T-, T+, T-/2 et 
T+/2. 
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IV.3.7. Interprétation et discussion 
 
La première observation est que les résultats des comparaisons 1 (K- vs K+) 
et 2 (T vs T+) suggèrent que les variations métaboliques observées entre les K- et K+ sont 
finalement imputables à la Dox elle-même. Sa concentration élevée dans le milieu (2,25 µM) 
afin d’induire l’inhibition de l’expression d’ILK peut expliquer ces fortes variations.  
En effet, les variations des métabolites GSH, Glu et Ala entre les K- et K+ d’une part 
(Tab. 42) et les T- et T+ d’autre part (Tab. 43) sont pratiquement identiques pour les deux 
lignées. L’allure des histogrammes de ces quatre groupes confirme cette observation 
(Fig. 74). La Dox semble provoquer une augmentation du pool total des osmolytes (Tau, Glu, 
Val, Ile et Leu) dans les cellules KILK2 et T2K traitées. Il n’est pas possible de mettre en 
évidence des variations métaboliques imputables exclusivement à l’inhibition de la protéine 
ILK dans les cellules KILK2, bien que la protéine ait bien été inhibée dans les individus K+, 
comme le confirme le résultat du Western-Blot (Fig. 70). 
Une étude par cytométrie en flux nous aurait permis de contrôler la population 
cellulaire dans les quatre groupes et notamment dans les individus K+. En effet, la protéine 
ILK est impliquée dans de nombreux processus dont le contrôle du cycle cellulaire, la survie 
et la division cellulaire. Le fait d’inhiber ILK diminue la prolifération de plusieurs lignées 
cellulaires de GBM, dont U87 (Koul et al., 2005).   
La seule information concernant une perturbation possible de la croissance cellulaire 
est donnée par le nombre moyen de cellules récoltées pour chaque condition. Pour les groupes 
K-, K+, T- et T+, ce nombre est respectivement de : 4,76 ± 1,19, 4,10 ± 0,62, 5,35 ± 1,49 et 
5,05 ± 1,71 106 cellules. La diminution du nombre de cellules dans les individus K+ est 
d’environ 14% (par rapport aux K-), alors qu’elle est d’environ 6% dans les T+ (par rapport 
aux T-). Une différence de 8% est observée entre les cellules KILK2 et T2K témoins. 
L’inhibition d’ILK semblerait légèrement perturber la prolifération des cellules KILK2 non 
irradiées. 
La deuxième observation a trait à l’augmentation globale du pool des métabolites dans 
les cellules irradiées KILK2 et T2K (K-/2 et T-/2) (Tab. 47 et Fig. 74), par rapport à leur 
témoin respectif non irradié. Le constat semble être le même que pour l’étude métabolomique 
du projet URB14, à savoir une éventuelle proportion plus élevée de cellules gonflées du fait 
des rayonnements ionisants (Oishi et al., 2008). Une fois de plus, la seule information dont 
nous disposons est le nombre moyen de cellules récoltées : 3,84 ± 1,03 (K-/2) et 5,05 ± 1,71 
(T-/2) 106 cellules. La diminution du nombre de cellules dans les individus K-/2 est d’environ 
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19% (par rapport aux K-), alors qu’elle est d’environ 6% dans les T-/2 par rapport aux T-. Il 
semble bien y avoir une altération de la prolifération cellulaire dans les cellules KILK2 
irradiées et dans une moindre mesure, dans les cellules T2K. 
La troisième observation concerne les perturbations métaboliques dues à l’inhibition 
d’ILK dans les cellules KILK2 irradiées. Les variations métaboliques sont négligeables si les 
individus K+/2 sont comparées aux K-/2 (Tab. 44), alors que le Western-Blot montre bien 
l’inhibition d’ILK (Fig. 70). Seule la Val (56) diminue de manière significative dans les K+/2 
(Fig. 74). Lorsque les individus K+/2 sont comparés aux individus K-, tous les métabolites 
augmentent de manière significative (Tab. 47). De manière surprenante, le nombre moyen de 
cellules récolté pour le groupe K+/2 est de 4,40 ± 1,47 106 cellules, soit un peu plus que pour 
le groupe K-/2 (3,84 ± 1,03 106 cellules).  
Les variations métaboliques observées dans les individus T+/2 par rapport aux T-/2 
sont beaucoup plus franches : trente-quatre variables augmentent de manière significative. 
L’association Dox et irradiation pourrait augmenter le nombre de cellules « larges ». En effet, 
le nombre moyen de cellules récolté est de 4,01 ± 0,90 M cellules, soit une baisse de 21% 
(environ) par rapport aux T-/2. L’altération de la prolifération cellulaire semble beaucoup plus 
marquée pour ce type cellulaire que pour les cellules KILK2, en présence de Dox et après 
irradiation. 
Plusieurs travaux ont montré l’implication d’ILK comme régulateur de la mort 
mitotique radio-induite ou de l’apoptose des GBM (Koul et al., 2005; Monferran et al., 2008). 
Néanmoins, les résultats métabolomiques obtenus dans cette étude ne nous ont pas permis de 
mettre en évidence des métabolites dont les variations seraient provoquées par l’inhibition de 
l’expression d’ILK avec et sans irradiation.   
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Ce travail de thèse a permis de mettre en application la métabolomique, stratégie 
exploratoire à la frontière entre la biologie et la physique-chimie et parfaitement 
complémentaire des autres approches « -omiques ». Nous avons pu mettre en avant l’intérêt 
de cet outil holistique dédié à la recherche, mais aussi ses limites.  
 
Plusieurs projets ont été menés au cours de ces années de doctorat, avec 
malheureusement des résultats contrastés.  
 
Le projet principal, appelé projet RR vs RS, avait pour but d’identifier des 
biomarqueurs prédictifs de radiorésistance dans quatre lignées cellulaires humaines de GBM 
dont le phénotype de radiorésistance avait été préalablement établi par une des équipes 
partenaires du projet. 
 
Par RMN 1H métabolomique, nous avons étudié les métabolites majoritaires présents 
dans les quatre lignées cellulaires. Dans un premier temps, le profil métabolique hétérogène 
des quatre lignées a été mis en évidence. Nous avons néanmoins réussi à montrer que les 
lignées cellulaires les plus radiorésistantes (RR), SF763 et U87, possédaient chacune une 
quantité basale de composés à choline, glycérophosphorylcholine (GPCho) plus 
phosphorylcholine (PCho), supérieure à celle des deux lignées les plus radiosensibles (RS), 
SF767 et U251. De plus, le pool du métabolite PCho était significativement plus important 
dans les deux lignées RR comparées aux deux lignées RS.  
Ces résultats nous ont encouragé à axer les études suivantes sur le métabolisme des 
phosphatidylcholines (PtdCho) des quatre lignées cellulaires. 
 
L’étude métabolomique des lignées après traitement par l’hémicholinium (HC-3), 
inhibiteur des transporteurs de choline CTL1, n’a pas permis de vérifier si la forte 
concentration des composés à choline dans les lignées RR, comparée à celle des lignées RS, 
pouvait être due à une incorporation plus importante de choline.  
Cette hypothèse a néanmoins été vérifiée par une étude des flux métaboliques des 
composés à choline par marquage deutéré. Cette méthode a été mise au point dans notre 
laboratoire, en collaboration avec l’équipe du Service de Spectrométrie de Masse de 
l’Université Paul Sabatier. Nous avons par ailleurs observé que la forte accumulation de 
composés à choline dans les cellules SF763 n’était pas corrélée à une prolifération plus 
importante des cellules, comparée à celle dans les trois autres modèles étudiés. 
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L’étude par qRT-PCR a permis de mettre en évidence la sous-expression de l’enzyme 
régulatrice du métabolisme des PtdCho (CTP:phosphocholine cytidyltransférase ou CT) dans 
les lignées RR. En considérant la somme de ses deux isoformes, sa sous-expression pourrait 
en partie expliquer l’accumulation de PCho dans ces cellules. 
 
 
Nous avons cependant souhaité prolonger notre investigation holistique des lignées 
étudiées par des études lipidomique et transcriptomique, réalisées en collaboration avec 
différentes plateformes de recherche toulousaines. Les résultats obtenus par lipidomique n’ont 
pas permis d’observer des différences majeures dans le contenu lipidique des lignées. Les 
résultats par transcriptomique ont mis en avant la sur-expression dans les modèles RR de 
gènes appartenant au groupe GO (Gene Ontology) « Metal Ion Transport », dont celui codant 
pour la ferritine, et la sous-expression dans les lignées RS de gènes appartenant au groupe GO 
« DNA Replication ». Néanmoins, aucun gène codant pour une protéine impliquée dans le 
métabolisme des PtdCho et différentiellement exprimé entre les lignées RR et RS n’a été 
détecté. 
 
 
Ces résultats laissent supposer que les différences de radiosensibilité des quatre 
lignées cellulaires étudiées pourraient être liées à un processus de cancérisation plus ou moins 
avancé qui se traduirait par diverses altérations moléculaires particulièrement visibles au 
niveau du métabolisme des PtdCho.  
 
 
 
Le lien entre la radiorésistance des GBM et le métabolisme des PtdCho a été le point 
de départ de nos études. Néanmoins, il n’a pas pu être formellement établi au cours de nos 
investigations. En revanche, le lien entre la chimiorésistance et le métabolisme des PtdCho a 
lui été démontré sur le modèle de GBM U87 (Vanpouille et al., 2009).  
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Les autres projets majoritairement constitués d’études métabolomiques ont connu des 
fortunes diverses. 
 
 
Les deuxième et troisième projets, appelés projets FTI-277 et Y, ont mis 
exclusivement en application la métabolomique par RMN 1H. Nous avons étudié les 
perturbations métaboliques à long terme (quatre à six jours après irradiation) sur la lignée 
radiorésistante U87 après irradiation et/ou radiosensibilisation par un inhibiteur de 
farnésyltransférase pour le projet FTI-277 ou un radiosensibilisant Y pour l’autre projet. 
Les résultats n’ont pas été à la hauteur de nos espérances. Bien que l’irradiation ou le 
traitement des cellules par l’un des deux radiosensibilisants ait semblé perturber la 
prolifération des cellules, les variations métaboliques observées plus de quatre jours après 
l’irradiation seraient majoritairement imputables à des différences de confluence cellulaire au 
moment de la récolte des échantillons. Ces résultats de métabolomique n’ont pas conduit à 
des conclusions claires et doivent être complétés par d’autres études pour déterminer l’effet de 
ces radiosensibilisants. 
 
 
Le quatrième projet a consisté en l’étudier les perturbations métaboliques et lipidiques, 
24 h après irradiation, sur une lignée dérivée de la lignée U87 (URB14). Sa la protéine RhoB, 
impliquée dans la radiorésistance des cellules de GBM, est inhibée par l’induction à la 
dexaméthasone de l’expression d’une forme dominante négative (RhoBN19). Nous avons mis 
en évidence une augmentation des pools métaboliques et lipidiques que nous proposons 
d’expliquer par un gonflement des cellules imputables à l’irradiation. Nous avons montré 
l’augmentation d’un biomarqueur témoignant de l’inhibition (supposée car non confirmée par 
Western-Blot) de RhoB : la taurine (Tau). Lorsque les cellules sont radiosensibilisées puis 
irradiées, la concentration en Tau est quadruplée dans les cellules URB14. Cela se traduit par 
une nette augmentation du nombre de cellules nécrotiques, apoptotiques et apoptotiques 
tardives.  
 
 
Nous avons émis l’hypothèse que Tau puisse être un biomarqueur de mort nécrotique, 
comme cela a été décrit précédemment (Rainaldi et al., 2008) et que RhoB puisse être 
impliquée dans l’efflux de l’osmolyte Tau. 
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Enfin, le dernier projet a consisté en l’étude métabolomique des perturbations 
métaboliques occasionnées sur la lignée KILK2, dérivée d’U87. Bien que l’inhibition d’ILK, 
impliquée dans la radiorésistance des cellules de GBM (Monferran et al., 2008), ait bien été 
observée par Western-Blot, nous n’avons pas observé de variations métaboliques imputables à 
l’inhibition d’ILK. L’augmentation du pool total des métabolites est majoritairement due aux 
rayonnements ionisants, comme cela a été montré pour le projet URB14, mais aussi à la 
doxycycline elle-même, ce qui n’est pas dans notre intérêt.  
 
 
La métabolomique est un outil d’analyse holistique pertinent et indispensable pour 
étudier différents systèmes biologiques à un instant et dans un environnement donné. 
Néanmoins, il ne faut pas perdre de vue ce que l’on recherche. Une connaissance approfondie 
des systèmes étudiés est indispensable afin d’exploiter au mieux les nombreuses données 
obtenues avec cet outil d’analyse.  
 
 
La métabolomique ne se suffit pas à elle seule. Seules des collaborations efficaces et 
rigoureuses peuvent permettre des avancées scientifiques majeures dans des domaines où des 
liens étroits doivent être créés entre les biologistes, les biochimistes, les chimistes, les 
statisticiens, etc... La métabolomique est une passerelle entre tous ces mondes et tient une 
place essentielle dans la recherche de biomarqueurs pathologiques.   
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Annexes 
 
 
 
Trois annexes sont présentées à la fin de ce manuscrit. 
 
La première annexe (Annexe 1), en format paysage, présente les trois principales 
voies de transduction du signal : la voie PLC-γ/PKC (en rose), la voie RAS/Raf/MEK/ERK 
(en vert) et PI3K/Akt-PKB/mTOR la voie (en jaune), ainsi que les principales altérations 
moléculaires dans les GBM primaires (GBM 1) et secondaires (GBM 2). Le schéma a été tiré 
et adapté à partir du site internet suivant : www.genome.jp/kegg/kegg2.html. 
 
 
La deuxième annexe (Annexe 2) présente les cinétiques d’incorporation ou de 
formation des composés hydrosolubles à d9-Cho exprimées en pmol/million de cellules, ainsi 
que les valeurs des concentrations (sous forme d’un tableau) et des p-values (tableau croisé) à 
t = 8 h. Ces résultats ont été obtenus lors de l’étude du métabolisme des PtdCho par marquage 
à la d9-Cho dans le projet RR vs RS. 
 
La troisième annexe (Annexe 3) illustre les cinétiques de formation des différentes 
espèces de d9-PtdCho étudiées lors de l’étude du métabolisme des PtdCho par marquage à la 
d9-Cho dans le projet RR vs RS : (A) d9-PtdCho 16:0/14:0 ; (B) d9-PtdCho 16:0/16:0 ; (C) d9-
PtdCho 16:0/16:1, (D) d9-PtdCho 16:0/18:1, (E) d9-PtdCho 16:0/18:2, (F) d9-PtdCho 
18:0/18:2, (G) d9-PtdCho 16:0/20:4, (H) d9-PtdCho 16:0alk/16:0 et (I) d9-PtdCho 
16:0alk/18:0. 
   
Annexe 1 : Voies de transduction du signal et principales altérations moléculaires (GBM 1 et 2) 
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Annexe 3 : Cinétiques de formation des différentes espèces de d9-PtdCho 
 
 288
Temps (h)
d 9
-c
om
po
sé
(n
m
ol
/m
ill
io
n 
de
 c
el
lu
le
s)
SF763 (RR)
U87 (RR)
SF767 (RS)
U251 (RS)
(A) d9-Cho
(B) d9-PCho
(C) d9-CDP-Cho
(D) d9-GPCho
0
2
4
6
8
0
10
20
30
0 2 4 6 8
0
600.10-3
0 2 4 6 8
0
40.10-3
30.10-3
20.10-3
10.10-3
400.10-3
200.10-3
d 9
-c
om
po
sé
(n
m
ol
/m
ill
io
n 
de
 c
el
lu
le
s)
 
Cinétiques d’incorporation ou de formation des composés hydrosolubles d9-Cho (en 
nmol/million de cellules, régression polynomiale d’ordre 4) : (A) d9-Cho ; (B) d9-PCho ; 
(C) d9-CDP-Cho et (D) d9-GPCho.  
 
Tableau représentant les concentrations des composés d9-Cho hydrosolubles (en 
nmol/million de cellules) au bout de 8 h. 
Concentration (nmol/million de cellules) Composés à choline 
deutérés SF763 (RR) U87 (RR) SF767 (RS) U251 (RS) 
Métabolites     
 d9-Cho 5,1 ± 2,7 1,0 ± 0,1 0,5 ± 0,1 0,5 ± 0,1 
 d9-PCho 25,4 ± 9,6 5,5 ± 1,4 1,9 ± 0,3 2,5 ± 0,3 
 d9-CDP-Cho (x 10-3) 27 ± 13 18 ± 8 9 ± 0 7 ± 1 
 d9-GPCho (x 10-3) 54 ± 24 402 ± 180 4 ± 1 86 ± 30 
NB. Les valeurs données ont été déterminées à partir de trois expériences distinctes (moyenne 
± SD). 
 
Tableau croisé des composés d9-Cho hydrosolubles significativement différents inter-
lignées au bout de 8 h (p-values sur les valeurs en nmol/million de cellules). 
 SF767 (RS) SF763 (RR) U87 (RR) 
U251 (RS) 
d9-GPCho (0,01) 
d9-CDP-Cho (0,01) 
d9-Cho (0,04) 
d9-PCho (0,01) 
d9-Cho (0,004) 
d9-PCho (0,02) 
d9-GPCho (0,04) 
SF767 (RS)  
d9-Cho (0,04) 
d9-PCho (0,01) 
d9-GPCho (0,02) 
d9-Cho (0,004) 
d9-PCho (0,01) 
d9-GPCho (0,02) 
SF763 (RR)   
d9-PCho (0,02) 
d9-GPCho (0,03) 
Annexe 3 : Cinétiques de formation des différentes espèces de d9-PtdCho 
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Cinétiques de formation des différentes espèces de d9-PtdCho (en nmol/mg de 
protéines) : (A) d9-PtdCho 16:0/14:0 ; (B) d9-PtdCho 16:0/16:0 ; (C) d9-PtdCho 
16:0/16:1, (D) d9-PtdCho 16:0/18:1, (E) d9-PtdCho 16:0/18:2, (F) d9-PtdCho 18:0/18:2, 
(G) d9-PtdCho 16:0/20:4, (H) d9-PtdCho 16:0alk/16:0 et (I) d9-PtdCho 16:0alk/18:0.      
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ABSTRACT 
 
Glioblastomas (GBM) are the most aggressive human brain tumors. Indeed, patients most 
often die within the year after the diagnostic. Radiotherapy generally associated to 
radiosensitizers is currently systematically used to reduce tumor progression. Nevertheless, a 
radioresistance phenomenon still occurs. An individual treatment is hoped for each patient. 
For this purpose, a molecular classification of GBM has been created, taking into account 
biomarkers such as a predictive chimioresistance factor, but not radioresistance one. In this 
context, we have searched for in vitro radioresistance biomarkers in four human GBM cell 
lines with different radiosensitivity profiles. This corresponds to the first part of the PhD 
manuscript. Comprehensive and robust analytical methods such as 1H NMR metabolomics, 
lipidomics and transcriptomics have been used. An accumulation of choline compounds has 
been observed in the two more radioresistant cell lines. An analytical method using deuterated 
labelling and HILIC-ESI-MS/MS has been developed to study the metabolism of 
phosphatidylcholines in the four cell lines. In the second part of the PhD project, we have 
focused on potential in vitro biomarkers of radio-induced cell death in radiosensitized human 
GBM cell lines. For this, NMR 1H metabolomics has been chosen. Taurine has been found as 
a good candidate in a cell line. Lipidomics and FACS analyses have then been used to 
confirm this result. 
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RESUME  
 
Les glioblastomes (GBM) sont les tumeurs cérébrales humaines les plus agressives. Les 
personnes atteintes de cette maladie meurent généralement dans l’année suivant le diagnostic. 
La radiothérapie, qui est de plus en plus utilisée en présence d’un agent radiosensibilisant, est 
systématiquement appliquée afin de diminuer la progression tumorale. Néanmoins, elle se 
heurte au phénomène de radiorésistance. Afin de proposer dans un avenir proche une thérapie 
adaptée à chaque patient, une classification moléculaire des GBM est en train de naître. Celle-
ci tient notamment compte d’un biomarqueur prédictif de chimiorésistance, mais non de 
radiorésistance. Dans ce contexte, nous avons cherché, dans un premier temps, à identifier 
in vitro de potentiels biomarqueurs de radiorésistance dans quatre lignées cellulaires humaines 
de GBM de radiosensibilité différente. Pour cela, nous avons eu recours à des méthodes 
analytiques holistiques et robustes telles que la RMN 1H métabolomique, la lipidomique et la 
transcriptomique. Une accumulation de composés à choline dans les deux lignées les plus 
radiorésistantes a ainsi été mise en évidence. Une méthode d’analyse du métabolisme des 
phosphatidylcholines par marquage deutéré et quantification par HILIC-ESI-MS/MS a été 
mise au point afin de confirmer ces résultats. Dans une seconde partie, nous avons cherché à 
identifier in vitro de potentiels biomarqueurs de mort radio-induite dans des lignées cellulaires 
humaines de GBM radiosensibilisées. La RMN 1H métabolomique a été privilégiée pour cette 
investigation et complétée par des études lipidomique et de mort cellulaire par cytométrie en 
flux pour l’un des projets. La taurine a ainsi été identifiée comme potentiel biomarqueur de 
mort cellulaire. 
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